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Onsoz

Proje kapsaminda; 1) Pastinaca erzincanensis endemik bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
elde edilen etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin fitokimyasal igerikleri s1v1 kromatografi-kiitle
spektrometrisi (LC/MS-MS) analizleriyle kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. 2) Bu
ekstrelerin in vitro antioksidan kapasiteleri toplam fenolik miktari, toplam flavonoid miktari,
DPPH radikal giderme aktivitesi ve demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) metodlari
tizerinden karsilagtirmali olarak incelenmistir. 3) Ekstrelerin antidiyabetik ve Antialzheimer
potansiyelleri sirasiyla a-glucosidase ve Acetylcholinesterase (AChE)/Butyrylcholinesterase
(BChE) enzimlerinin inhibisyonlar tizerinden degerlendirilmistir. 4) Ekstrelerin insan rahim
agz1 (HeLa), kolon (HT-29) ve prostat (LnCap) kanser hiicre hatlar1 tizerinden XTT yontemiyle
incelenmis ve akabinde metanol ekstresi’nin HeL a hiicre hatti tizerindeki apoptotik etkisi flow

sitometre analizleriyle incelenmistir.

Bu proje, Erzincan Binali Yildirim Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (EU-BAP)

tarafindan desteklenmistir. (Proje Numarasi: FBA-2023-914)



Ozet

Proje kapsaminda, Erzincan yoresine endemik Pastinaca erzincanensis (P. erzincanensis)
tirtinden elde edilen fakli ekstrelerin fitokimyasal igerikleri ve antioksidan, antiproliferatif,
antialzhemier ve antidiyabetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, tiiriin
toprak dstii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin fitokimyasal igerikleri LC/MS-MS
analizleriyle incelenmis ve sirastyla Kinik asit, fumarik asit ve gentisik asid’in ekstrelerin ana
bilesenleri oldugu saptanmistir. Toplam fenolik ve toplam flavonoid bakimindan en zengin
ekstrenin metanol ekstresi oldugu, demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) bakimindan
su ekstresinin 6n plana ¢iktig1 ve DPPH radikal giderme aktivitesi bakimindan ise ekstrelerin
birbirine yakin ICso degerlerine sahip olduklar1 gozlenmistir. Ekstrelerin antidiyabetik ve
Antialzheimer potansiyelleri sirasiyla a-glucosidase ve Acetylcholinesterase enzimlerinin
inhibisyonlar1 ilizerinden degerlendirilmis ve elde edilen bulgular ekstrelerin test edilen
enzimler ilizerinde standart ilag olarak kullanilan akarboz ve takrinden daha diisiik ICso
degerlerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri insan rahim agzi
(HeLa), kolon (HT-29) ve prostat (LnCap) kanser hiicre hatlar1 tizerinden XTT yontemiyle
incelenmis ve tiim ekstrelerin en gii¢lii sitotoksik etkiyi HeLa hiicre hattina kars1 sergiledikleri
ve ekstreler arasinda da en giiglii aktiviteyi 20,98 pg/mL ICso degeriyle metanol ekstresinin
gosterdigi goriilmiistiir. HeLa hiicre hatt1 iizerinden flow sitometri analizleriyle gerceklestirilen
caligmalarda kontrol grubuna kiyasla metanol ekstresinin istatiksel olarak kaydadeger bir
apoptotik etki gostermedigi belirlenmistir. Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen tiim veriler
P. erzincanensis tiiriiniin gii¢lii derecede in vitro antioksidan ve antikanser aktivite sergiledigini
ve ayrica diyabet ve Alzheimer hastaliklarinda degerlendirilebilecek zengin fitokimyasal

icerigine sahip oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Pastinaca erzincanensis, Fitokimyasal, Antioksidan, Antidiyabet, Anti-

alzhemier, Antikanser.
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Abstract

The aim of the project was to determine the phytochemical content and the antioxidant,
antiproliferative, antihypertensive and anti-diabetic properties of different extracts from
Pastinaca erzincanensis, which is endemic to Erzincan region. In this regard, phytochemical
contents of the extracts obtained from aerial parts of P. erzincanensis were studied by LC/MS-
MS analysis and it was determined that quinic acid, fumaric acid and gentisic acid were the
main components of the plant. The methanol extract was the richest in total phenolics and total
flavonoids the water extract was the richest in ferric ion reducing antioxidant power (FRAP),
and all extracts had 1Cso values close to each other in terms of DPPH radical scavenging activity.
The antidiabetic and anti-Alzheimer potentials of the extracts were evaluated by inhibition of
a-glucosidase and acetylcholinesterase enzymes, respectively, and the results showed that the
extracts had a stronger inhibitory effect on the tested enzymes with lower ICso values than
acarbose and tacrine. The cytotoxic activities of the extracts were investigated on human
cervical (HeLa), colon (HT-29) and prostate (LnCap) cancer cell lines and it was seen that all
the extracts exhibited the strongest cytotoxic effect against HeLa cells. In studies using flow
cytometry analysis on the HeLa cells, it was found that the methanol extract did not show a
statistically significant apoptotic effect compared to the control group. In conclusion, all the
data obtained showed that P. erzincanensis with its rich phytochemical content could be

evaluated in different metabolic diseases.

Keywords: Pastinaca erzincanensis, Phytochemicals, Antioxidant, Antidiabetes,
Antialzhemier, Anticancer.
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1. Giris
Cagimiz hastaliklarindan biri olan ve insanlik ig¢in 6nemli bir saglik sorunu olan kanser,
ozellikle kanser hastalar: igin 6nemli bir siirectir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Health
Organization) verilerine gore 2018 yilinda 9,6 milyon insanin kanser sebebiyle yasamini
yitirdigi degerlendirilmektedir. Kanser, diinya iizerinde meydana gelen 6liimlerin sebebi olarak
ikinci sirada yer almakta ve 2012 yilindan giiniimiize kadar kanser sebebiyle dliimlerde artis
oldugu gézlemlenmektedir [1].
Son yillarda en ¢ok goriilen kanser tiirleri; meme, deri, tiroid, mide, endometrium, kolon,
akciger, over, lenfoma serviks ve non-hodgkin lenfoma seklinde siralanabilir. Rahim agzi
kanseri (HeLa), rahmin serviks (boyun) adi verilen alt kismindaki hiicrelerde goriiliir ve
diinyada en sik goriilen jinekolojik kanserlerin basinda gelir. Kanser ¢esitleri arasinda en sik
goriilen 14. kanser tiirii olup kadinlarda tespit edilen en sik kanser tiirlerinde ise 4.siradadir [2].
Serviks, rahmin vajinaya baglanan boyun seklindeki kismidir. Cinsel yolla bulasan
enfeksiyonlara neden olan insan papilloma viriisiiniin (HPV) gesitli tiirleri, rahim agz1 kanserine
en sik neden olan biyolojik etkendir [3]. Cogu kadinda viriise maruz kalindiginda, bagisiklik
sistemi viicudun viriisten zarar gérmesini engeller. Ancak kiigiik bir grup kadinda viriis, yillarca
hayatta kalir. Bu viriisler, serviksin yiizeyindeki bazi hiicrelerin, kanser hiicreleri haline
gelmesine neden olan siireci baslatabilir [3].
HeL a hiicreleri, estradiol, estrojen ve estrojen reseptorleri gibi steroid hormonlarinin yani sira
quercetin gibi ostrojen benzeri bilesikler ve kanseri azaltan 6zelliklerini icerenler de dahil
olmak tizere bir dizi kanser ¢alismasinda kullanilmistir [4]. HeLa hiicreleri, flavonoidler ve
estradiol ile antioksidanlarin kanser hiicresi gogalmasi tizerindeki etkileri tizerine de ¢alismalar
yapilmistir. HeLa hiicreleri, fotodinamik terapinin bir pargas: olarak apoptozu indiiklemek igin
fullerenleri iceren arastirmalarda ve ayrica hiicre dizilerini kullanan in vitro kanser
arastirmalarinda kullanilmistir [5]. Diger Hela hiicreleri de RNA'daki kanser belirteglerini
tanimlamak i¢in kullanilmis ve RNAI tabanli tanimlama sistemi ve spesifik kanser hiicrelerinin
etkilesimini olusturmak i¢in kullanilmistir [6]. HelLa ile 2014 yilinda yapilan bir baska
calismada ise C57BL/6 farelerdeki timor ksenogreftleri igin uygun bir hiicre dizisi oldugu
gosterilmistir [7].
Prostat kanseri eril ireme sisteminde yer alan bir bez olan prostatta gelisen bir kanserdir. Prostat
kanserlerinin cogu yavas gelisim gosterir; bununla beraber, gérece hizli gelisim gosterenleri de
vardir [1]. Prostat kanseri hiicreleri prostattan viicudun diger kisimlarina, &zellikle kemiklere

ve lenf diigiimlerine yayilabilir [8]. Baslangicta hicbir belirti vermeyebilir [1]. Ilerleyen



asamalarda ise idrarda zorlanma, idrarda kan ya da pelviste, sirtta veya bosaltim sirasinda agriya
sebep olabilir [1]. Iyi huylu prostat biiyiimesi olarak bilinen hastalik da benzer belirtiler
verebilir. Ileri asamada ortaya ¢ikan diger belirtiler arasinda diisiik alyuvar hiicresi sayisindan
kaynaklanan yorgunluk hissi sayilabilir [1].
Kolorektal kanser diinyada en sik gozlenen 4. kanser tiriidiir. Hastaligin insidansi ve mortalitesi
yillar iginde azalmaktadir. Bu iyilesmenin nedeni tarama ve etkin tedavi yontemleriyle
aciklanmaktadir. Ancak hastaligin nedeni hentiz genis verilerle desteklenmeyen 50 yas alt1 ve
20-34 yas grubunda arttig1 gézlemlenmektedir. Kolon kanseri her yasta goriilmesine karsin,
hastalarin % 90'1ndan fazlasi, kirk yas ve tizerindedir. Bu yastan itibaren her on yilda risk
yaklasik iki katina ¢ikmaktadir. Bu grup hastalarda hastaligin farkl: genetik ve klinik-patolojik
yapiya sahip oldugu tespit edilmistir ve bu da beraberinde bu hasta grubuna 6zel tedavilerin
gerekliligini dogurmustur [9]. Son yillarda metastatik kolon kanseri (mKRK) tedavisinde yeni
tedavi protokolleri olusturulmaktadir. Kanser hiicrelerinde mismatch repair protein (MLH-1,
MSH2, MSH6 ve PMS2) yetersizligi, cok sayida somatik mutasyonlara ve timor iliskili
neoantijenlere neden olarak immun cevabi tetikleyerek immunoterapinin etkin olmasina zemin
hazirlamaktadir [9].
Kanser tedavisi hem sikintili hem de maliyetli bir siirectir. Bu hastaligin tedavi edilebilmesi
icin cisplatin, doxorubicin, docataxel gibi bazi ilaglar gelistirilmistir. Bu ilaglar ayn1 zamanda
kemoterapide antikanser ajan olarak biiyiik 6l¢lide kullanilmistir ve kullanilmaktadir. Fakat bu
sentez ilaglarinin ciddi yan etkilere sahip olmasi, kanserli olmayan hiicreler {izerinde de
toksisiteye neden olmasi gibi problemlerle karsilasildig: i¢in kemoterapideki etkili ve basarili
uygulamalar1 simirlanmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 diinya genelindeki birgok arastirma
grubu, tiimorlerin tedavisi i¢in daha etkili ve daha az yan etkiye sahip anti-proliferatif etkiye
sahip olan etnobotanik bitkilerden elde edilecek sekonder metabolitlere odaklanmistir [10].
Diabetes Mellitus [11], genetik ve ¢evresel faktorlerin bir kombinasyonu sonucu olusan,
kan glukoz seviyesinin ylikselmesiyle (hiperglisemi) karakterize edilen bir metabolik
bozukluktur. Insiilin hormonunun salgilanmasindaki yetersizlik veya etkisindeki bozukluk, bu
hastaligin temel sebeplerindendir. DM, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda
bozukluklara yol agar ve hem akut hem de kronik komplikasyonlara neden olabilir. Diinya
genelinde ve Tiirkiye'de diyabetin goriilme sikligi hizla artmaktadir. Uluslararast Diyabet
Federasyonu'nun verilerine gore, 1985'ten 2014'e kadar diinya genelinde diyabetli sayisi
katlanarak artmis ve bu artisin 2035 yilina kadar devam etmesi beklenmektedir. Tiirkiye'de de

benzer bir artig egilimi gdzlemlenmistir [12-14].



a-Glukozidazlar (E.C.3.2.1.20, a-D-glukozit glukohidrolaz, ekzo-a-1,4-glukozidaz)
hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda karbohidrat metabolizmasi sirasinda anahtar rol
oynarlar. a-glukozidazlar, nisasta ve glikojen gibi kompleks karbonhidratlarin monomerlerine
parcalanmasinda rol oynayan enzimlerdir. Alfa veya beta baglantili glukoz polimerleri de dahil
olmak tizere ¢esitli glikokonjugatlardan ayr1 ayr1 glukozil kalintilarinin béliinmesini katalize
ederler. Bu enzimler, karmasik sekerleri daha basit olanlara doniistiiriirler. Mikroorganizma
hiicrelerinde oldukg¢a yaygin olup, ¢esitli maya, bakteri ve kiiflerden hiicre i¢i, hiicre dis1 veya
hiicreye bagl sekilleri saflastirilarak karakterize edilmistir. Mikroorganizmalar tarafindan
nigasta molekiiliin pargalanmasinin son asamasi o-glukozidaz enzimler ile gergeklestirilir [15].
Bulasic1 olmadigi halde salgin yapan bu hastalik tiim iilkelerde genellikle erigkin yas grubunu
etkilemekte hem dogrudan hem de dolayl etkileri ile saglik sistemlerini ve toplumsal yagsami
tehdit etmektedir [16]. Tim bu veriler kapsaminda Diyabet’in hastalik siirecinde ciddi
problemler olusturmasi, ¢ogu bilim insanini Diyabetin Onlenebilmesi veya tedavi siirecine
katkida bulunabilecek destek kaynaklarin var olup olmadig1 arayisina siiriikklemistir.

Alzheimer hastaligi, giinlik yasamsal etkinliklerde azalma ve biligsel yeteneklerde
bozulmayla karakterize edilmis, noropsikiyatrik belirtilerin ve davranis degisikliklerinin eglik
ettigi norodejeneratif bir hastaliktir. Bu hastalig1 ilk olarak Alois Alzheimer tanimlamugtir.
Erken belirtilerden biri hafiza kaybidir. Bu hafiza kaybi, ge¢mis hafizanin korundugu,
hastaligin ilerlemesi ile birlikte siklikla yinelemeye baslayan kiiciik unutkanliklar goriilmeye
baglanir. Bozuklugun ilerlemesi ile bilissel (kognitif) yeteneklerde yitim, frontal ve temporal
lob islevleri ile iliskili, dil alanlarinda islev yitimi (afazi), beceri gerektiren hareketlerde islev
yitimi (apraksi) ve tanima islevlerinde bozulmaya dogru uzanim gostermeye baslar. Alzheimer
hastalig1 (AH) genellikle yavas baslayan ve giderek kotiilesen ndrodejeneratif bir hastaliktir ve
demans vakalarinin %60-70'inin ise nedenini olusturmaktadir [17]. En yaygin erken semptom,
son olaylar1 hatirlamakta gii¢liilk ¢cekmektir [18]. Hastalik ilerledik¢e semptomlar arasinda dil
ile ilgili sorunlar, oryantasyon bozuklugu (kolayca kaybolma dahil), ani ruh hali degisimleri,
motivasyon kaybi, kendini ihmal etme ve davranig sorunlari yer alabilir [17]. Erken belirtilerden
biri hafiza kaybidir. Bu hafiza kaybi, ge¢gmis hafizanin korundugu, hastaligin ilerlemesi ile
birlikte siklikla yinelemeye baslayan kii¢iik unutkanliklar goriilmeye baslanir. Altta yatan
patolojik siirecin yansimasi olarak beyinde limbik sistem ile frontal ve temporal loblar
arasindaki baglantilarda kopmalar olur. Patolojik siire¢ temporoparietal korteksin yogun bir
sekilde tutuldugu ancak frontal lobu da etkileyen amiloid plak ve norofibriler yumaklarla
karakterize inflamatuvar yanitin birlikteliginde néron kaybi ve atrofisini igerir. 65 yas

lizerindeki grubun %2-4’linde, 85 yas {lizerinde ise %20 oraninda goriilmektedir [19].
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Alzheimer hastalig1, anormal sekilde katlanmigs amiloid beta proteininin amiloid plaklarinda ve
tau proteininin beyindeki norofibriler yumaklarda birikmesinden kaynaklanan bir protein yanlis
katlanma hastaligi, bir proteopati olarak tanimlanmistir [20]. Plaklar, amiloid beta (AB) adi
verilen 39-43 amino asit uzunlugunda kiiciik peptitlerden olusur. Amiloid beta, néronun zarina
niifuz eden bir transmembran protein olan daha biiyiik amiloid-beta dncli proteininden (APP)
bir fragmandir. APP, néron biiylimesi, hayatta kalmas1 ve yaralanma sonrasi onarim i¢in kritik
oneme sahiptir [21]. Alzheimer hastaliginda, gama sekretaz ve beta sekretaz, APP'nin daha
kiigiik pargalara boliinmesine neden olan bir proteolitik siiregte birlikte hareket eder [22].

Asetilkolin esteraz enzimi (AChE) (E.C. 3.1.1.7), viicutta merkezi ve periferal,
kolinerjik ve adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda
bulunmaktadir. Asetilkolin esteraz enzimi sinaptik bosluklardaki asetilkolini asetat ve koline
pargalayarak inaktive eden enzimdir [23]. Eger sinaptik ortamlardaki asetilkolin molekiilii ¢ok
fazla inaktive olursa sinir iletimi bloke olur ve insanda Alzheimer hastali§i ortaya cikar.
Halihazirda giinliikk kullanilan bocek ilaglart igerisinde karbamatlar ve organofosfatlar
onemlidir. Organofosfatli insektisitler 6zellikle sinir sisteminde asetilkolin ilgili enzim tizerinde
tasirlerini gosterirler. Asetilkolin maddesi sinir impulslarinin sinapslar ortamindan gegmesini
kolaylastiran bir norotransmitter molekiildiir [24].

Biitirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) diger bir kolinesteraz tiirlidiir. BChE
karacigerde sentezlenir ve kana salinir. Ayrica bu enzim yag dokusu, ince barsak, akciger ve
beyin ak maddesi gibi pek¢ok dokuda da bulunur. Beyinde ve plazmada ¢oziinmiis olarak
bulunur. Bunun yaninda bazi baliklarda ve kas dokusunda da 6nemli boyutta BChE aktivitesi
oldugu saptanmistir. BChE ise metabolizmada biitirilkolini (BCh), biitirat ve koline
hidrolizleyerek katalizler. BChE, memelilerde bilinen biyolojik substrati olmayan bir enzimdir.
Ama biitiriltiyokolin, BCh, propiyoniltiyokolin, propiyonilkolin ve farmakolojik agidan 6énemli
bir yeri olan siiksinilkolin gibi kolin esterlerini hidroliz eder. BChE yaklasik olarak 342 KDa
agirhginda tetramerik bir glikoproteindir [25]. Son yillarda hem diinyada hem de iilkemizde
gittikce artan alzaymir hastaligi, hem hastaya hem de hasta yakinlaria ¢ok ciddi problemler
olusturmaktadir. Yapilan pek ¢ok caligma neticesinde ¢ogu bilim insani alzaymir’a neden
oldugu diisiiniilen kolinesterazlar iizerinde ¢aligmalarin1 yogunlagtirmiglardir.

Bitkisel kaynakli ilaglarin yan etkilerinin yok denilecek kadar ¢ok az olmasi, bitkisel
etken maddelere karsi patojenlerin dayanikli irklar olusturamamasi ve ayrica bitkisel
maddelerin sentetik ilaclarin baslangic maddesi olmasi ve sentetik ilaglara model olusturmasi,
kullanildiktan sonra viicutta birikmemesi ve zararli etki olusturmamasi, ucuz ve kolay elde

edilebilirlikleri gibi stiinliikleri dolayisiyla giiniimiizde tibbi ve aromatik bitkilerin
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tilketilmesinde hizli bir artis goriilmektedir [26]. Tirkiye florasi incelendiginde ¢ok sayida
endemik bitki tiirli barindirdig1 goriilmektedir. Tiirkiye’deki endemik bitki tiir sayisi 3800
civarinda olup endemizm orant %34.5’dir [27]. Biitiin bu bilgiler géz oniine alindiginda,
iilkemizde bitkilerle ilgili biiyiik bir calisma potansiyeli oldugu goziikmektedir.

Pastinaca erzincanensis Apiaceae familyasina ait Erzincan’a endemik bir bitki olup bu
bitki ailesine mensup bitkilerle gesitli biyolojik aktivite ¢alismalari gerceklestirilmistir. Yaban
Havucu adiyla da bilinen Pastinaca sativa, farkli iilkelerde c¢esitli beslenme ve tedavi
uygulamalaria sahiptir. Ornegin baz iilkelerde yaban havucu istah acici, sindirim ve idrar
soktiiricii olarak kullanilir [28]. Yaban havucundaki en onemli aktif bilesenler arasinda
kumarinler, furanokumarinler, ksantotoksin, bergapten, isopimpinellin, angelisin, psoralen,
sfondin, imperatorin, poliasetilenler, ugucu yaglar, terpenler ve flavonoidler bulunur [29].
Yaban havucunun toprak iistii kisimlar1 ksantotoksin, bergapten ve imperatorin icerir. Ibni
Sina’nin El Kanun Fit-tib kitabinda bas agrisi, stomatit, goz iltihabi, dermatit ve atesin tedavisi
icin yaban havucunun topikal ve oral kullanimi1 &nerilmektedir [30]. iran tibbinda bahsedilen
yaban havucunun diger 6zellikleri mide tonigi, miishil, bobrek tasi kirict ve idrar soktiirticiidiir.
Oksiiriik gibi akciger hastaliklarmin ve obstriiktif karaciger hastaliklar1 ve asit gibi karaciger
rahatsizliklarinin tedavisinde de kullanilir. Yaban havucu kaynatmasinin topikal kullaniminin,
soguk 1sirmasindan kaynaklanan morluklar i¢in faydali oldugu belirtilir [31, 32].

Bu proje kapsaminda ele alinan Pastinaca erzincanensis tiiriiniin biyolojik 6zellikleriyle
ilgili yeterli bilgi literatiirde mevcut olmayip, fitokimyasal icerigi ise nispi olarak
sunulmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, Erzincan ili’nden toplanan Pastinaca erzincanensis
bitkisinden elde edilen farkli ekstrelerin fitokimyasal igeriklerinin LC-MS/MS analizleriyle
belirlenmesi ve mevcut ekstrelerin in vitro antioksidan, antidiyabetik, antialzymer ve antikanser

ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kimyasallar

Penisilin-Streptomisin soliisyonu (A2213) Biochrom GmbH (Leonorenstralle 2, 12247 Berlin,
Almanya). Trypsin-EDTA soliisyonu (T4049) (Saint Louis, Missouri, USA). Fetal Sigir
Serumu ((1524134) Biological Industries). RPMI 1640 Medium (BE12-719F) ve McCoy’s
Medium (BE12-611F) (Lonza, Basel, Isvigre). Dimetilsiilfoksit (Sigma-Aldrich-Germany).
XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) (Biological



Industries, Israil). NapCOs; (Sigma-Aldrich-Germany), AICIs3 (Sigma-Aldrich-Germany),
NaNO. (Sigma-Aldrich-Germany), Gallik asit (Sigma-Aldrich-Germany), Trolox (Sigma-
Aldrich-Germany), DPPH- (Sigma-Aldrich-Germany), Etanol (Sigma-Aldrich-Germany),
EDTA (Sigma-Aldrich-Germany), K2S208 (Merck-Germany), Folin Ciocalteu reaktifi
(Merck-Germany), NaOH (Merck-Germany), EDTA (Fluka, Switzerland), Ferrozin (Sigma-
Aldrich-Germany), FeCl. (Sigma-Aldrich-Germany), CH3COONH4 (Merck-Germany),
troloks (Merck-Germany), 5-Fluorouracil (Sigma-Aldrich-Germany). Tripan mavi boyasi
(Biological Industries, Israil).

2.1.2. Kullamlan Cihazlar

Arastirma Mikroskopu (Olympus, Japonya), Eppendorf Santrifiij 5810 R (Isolab), CO>
inkiibatér (Niive, EC160), Olympus CKX41 ters faz kontrast mikroskopu (Nikon Eclips Ti-U),
PH o6l¢er (Mettler Toledo, ABD), WiseMix Vortex (WisMix DaihanVM10), -80 °C dondurucu
(Haier, DW-86L628), -20 °C (Haier, DW-40L508), ELISA plaka okuyucusu (Multiskan ™
GO- Thermo Scientific, ABD), Calkalayic1 Su Banyosu (Niive, ST30-22), Laminer Akis ve
Biyogiivenlik Kabinleri (Bilser BLF 200).

2.2. Yontem

2.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Calismada kullanilan Pastinaca erzincanensis tiirii Erzincan Ilinin Tath su koyii dag
yamaglarindan, ciceklenme doneminde dogal yasam alanlarina ve iiremelerine zarar
vermeyecek sekilde ve smirli miktarda toplanmis ve toplanan Orneklerin bir herbaryum
koleksiyonu hazirlanmistir. Bitki tiir tayini Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali KANDEMIR tarafindan
gerceklestirilmistir (Kandemir, 10616).

2.2.2. Ekstraksiyon

Cigeklenme doneminde toplanarak uygun kosullar altinda kurutulan bitkinin toprak istii
kisimlari ile asagida belirtilen islemler uygulanmistir. Bunun igin ilk dnce 250 g ogiitiilerek toz
haline getirilen bitki n-hekzan (300- 400 mL) ile 5 kez 3 saat boyunca ¢alkalanmis ve akabinde
hekzan ¢oziilii kisim farkli kaba aktarilarak rotary evaporator ile hekzan uzaklastirilmis ve
neticede yagimsi (apolar) kisimlar uzaklastirilmis polar kisimlar geriye kalmistir. Kalan bitki
posast lizerine 300-400 mL etil asetat ¢oOziiciisii ilave edilerek 6 saat calkalayicida
karistirllmistir ve akabinde etil asetath kisim bagka bir kaba aktarilarak rotary evaporator ile

¢oziicli uzaklastirilmistir. Bu islem 3 defa gerceklestirilmistir. Kalan bitki posasi tizerine 300-



400 mL metanol ilave edilmis ve ¢alkalayicida 6 saat karistirilmistir. Stire tamamlandiginda
¢oziiciiliic kisim siiziilerek bagka bir kaba alinmig ve akabinde rotary evaporator ile ¢oziicii
uzaklastirilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmigtir. Arta kalan posa kismina 300-400 mL saf su
ilave edilmis ve 6 saat karistirllmistir ve akabinde sulu kisim freeze dryer ile tamamen
uzaklastirilmistir. Sonug olarak, Pastinaca erzincanensis tiiriinden farkli polaritelere sahip ti¢
(3) farkl ekstre elde edilmistir; Etilasetat ekstresi (EAE), Metanol ekstresi (ME) ve Su ekstresi
(SE).

2.2.3. Fitokimyasal Cahsmalar (LC-MS/MS)

Pastinaca erzincanensis bitkisinden elde edilen ekstrelerin (etil asetat, metanol ve su ekstreleri)
fitokimyasal igeriklerinin belirlenmesi Sivi Kromatografisi/ Kiitle-Kiitle Spektrometresi
(LC/MS-MS) ile gergeklestirilmistir. Analizde kullanilan sistem Sivi Kromatografisi-Ugus
Zamanl Kiitle Spektrometresi (LC/ESI-QTOF-MS) sistemidir. Analiz, bir Cift Sprey Agilent
Jet Stream elektrosprey iyonizasyon kaynagi (Agilent Technologies, Inc., CA, ABD) ile bir
Agilent G6550A iFunnel Dortlii Ugus Siiresi LC/MS ile donatilmis bir Agilent 1260 Serisi LC
sistemi lizerinde gergeklestirilmistir. Cihaz, iki farkli yontemle pozitif veya negatif elektrosprey
iyonizasyonu ile 2 GHz Genisletilmis Dinamik Aralik modunda ¢aligtirilip, ayirma islemi, ters
fazli Poroshell 120 EC-C18 kolonu (3.0 mm x 150 mm x 2.7 um) iizerinde gergeklestirilmistir.
Veriler Agilent MassHunter yazilimi ile analiz edilmistir. Kiitle spektrometresi ve kromatograf
kosullari, standart fenolik bilesiklerin toplam iyon kromatogrami ve analitik yontem dogrulama

parametreleri ekler kisminda verilmistir.

2.2.4. Antioksidan Aktivite Calismalari

2.2.4.1. Toplam Fenolik Miktar:1 Tayini

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik miktar igerikleri Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu
temelinde baz1 degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir [33]. Ozetle, 96-kuyucuklu plaka
ierisine 200 uL %2’lik Na2COj3 eklendi. Uzerine 0,031-1mg/mL konsantrasyonlar: arasinda
hazirlanan ekstrelerinden 10 pL (kor i¢in 10 pL metanol) eklendi. Oda sicakliginda 3 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 10 uL % 20’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra 750 nm’de absorbans okumas1 gergeklestirildi. Standart
olarak gallik asit kullanild1. Olusturulan gallik asit kalibrasyon egrisi grafiginden ekstrelerin

sahip oldugu toplam fenolik miktar: tespit edildi. Toplam fenolik miktar1 mg GAE/g ekstre



olarak ifade edildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar standart sapma (+SD) degerleriyle

birlikte verilmistir.

2.2.4.2. Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini

Bitki ekstrelerinin toplam flavanoid miktarlar1 aliiminyum Kkloriir kolorimetrik metodu
temelinde gerceklestirilen bazi kiiciik revizyonlarla belirlenmistir [33]. Ozetle, 96-kuyucuklu
plaka icerisine 128 pL saf su konuldu. Uzerine 0,25-2mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda
ekstrelerinden 10 pL (kor i¢in 10 uL metanol) eklendi. 6 uL %5 NaNO: eklendikten sonra 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 6 pL %10 AlCls eklendikten sonra tekrar 6 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak 40 uL. 1 M NaOH eklendi ve 415 nm’de absorbans
okumasi gerceklestirildi. Standart olarak kuarsetin kullanildi. Olusturulan kuarsetin kalibrasyon
egrisi grafiginden ekstrelerin sahip oldugu toplam flavonoid miktar1 tespit edildi. Toplam
flavonoid bilesik miktar1 mg QE/g ekstre olarak ifade edildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmig ve

sonuglar standart sapma (£SD) degerleriyle birlikte verilmistir.

2.2.4.3. DPPH Radikali Giderme Aktivite Testi

Bitki ekstrelerinin DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderme giicleri Blois
metoduna gore gerceklestirilmistir [33]. Bu yontem dogal ve sentetik bilesiklerin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan hizli, basit ve ucuz bir yontemdir.
Metod ekstraktlarin bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH
cozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Reaksiyon karigiminin absorbansimin diigmesi
yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Ozetle, 96-kuyucuklu plakanin farkli
kuyucuklaria 210 pL (0,1 mM) etanol icerisinde hazirlanmis DPPH c¢ozeltisi konulmus ve
tizerine metanol ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstrelerinden 15 pL eklenip
oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edilmis ve 517 nm’de absorbanslar1 kaydedilmistir.
Ekstrelerin  sahip olduklar1 1Csp (DPPH radikalini’nin  %50°ni  siipiiren ekstrenin
konsantrasyonu) degerleri eliza tabaka okuyucusunda absorbans degerlerine gore
hesaplanmistir. Her bir deney 3 kez tekrarlanmis ve sonuglar standart sapma (=SD) degerleriyle

birlikte verilmistir.

2.2.4.4. Demir (IIT) iyonlarim Indirgeme Giicii (FRAP)

Bitki ekstraktlarinin demir (III) iyonlarini indirgeme kapasiteleri Oyaizu metoduna gore
caligtlmistir [33].  Bunun i¢in, 96-kuyucuklu tabakanin farkli kuyucuklarina farkli

konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstraktlarindan 37,5 pLL konulmus ve iizerlerine sirasiyla
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sodyum fosfat tamponu (62,5 uL, 0,2 M, pH:6,6) ve potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltisi (62,5 pL,
%1) eklenmis ve 50 °C de 20 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kuyucuklar icerisine
sirastyla trikloroasetik asit (62,5 uL, %10) ve FeCls ¢ozeltisi (25 uL, %0,1) eklenip karigtirilmis
ve 700 nm’ de cliza tabaka okuyucusunda absorbanslar1 kaydedilmistir. Her bir deney 3 kez

tekrarlanmis ve sonuclar standart sapma (=SD) degerleriyle birlikte verilmistir.

2.2.5. Enzim Aktivite Calismalari

2.2.5.1. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Inhibisyon Testleri
Bitki ekstraktlarin asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz enzimleri tizerindeki inhibisyon

etkileri Ellman metoduna gore arastirildi [34]. Bu metodun esasi1 kolinesterazlar, asetilkolin ve
biitirilkolin’in tiyokolin ve asetata parcalanmasi reaksiyonunu katalizlerler. Uriin olarak agiga
¢ikan tiyokolin ve DTNB’nin reaksiyonuyla olusan sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
olusturur ve 412 nm’de absorbans verir. Bu dogrultuda hazirlanan ekstrelerin ve kor
kiivetlerinin icerigi Tablo 1’e gore hazirland1 ve karisimlarin absorbanslari 412 nm de 5
dakikada boyunca ol¢iildii (Tablo 1). Elde edilen konsantrasyon-absorbans grafiklerinden
ekstrelerin I1Cso degerleri hesaplandi. Takrin standart ilag olarak degerlendirildi. Her deney 3

tekrarl gergeklestirildi ve Sonuglar standart sapmalar1 (£SD) ile verildi.

Tablo 1. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz aktivite tayininde kiivet igerigi

Kullanmilan Maddeler = Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (nL)

Tris-HCI 100 100
Saf Su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim ¢6zeltisi 10 10
Asetilkolintiyoiyodiir/ 50 50
Biitirilkolintiyoiyodiir 50 50

2.2.5.2. a-Glikozidaz Inhibisyon Testleri
Bitki ekstraktlarinin o-Glikozidaz enzim inhibisyon aktivitesi, Tao ve arkadaslarinin

prosediiriine gore gerceklestirildi. Ozetle ekstrelerin 20 mg’1 2 mL (EtOH:H20) de ¢oziilerek
stok ¢ozeltiler hazirlands. ilk olarak 75 uL fosfat tamponu (0.15 U / mL, pH 7.4) 20 uL enzim
¢ozeltisi ile karistirildi ve 35°C’de 10 dakika 6n inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 20 uL p-
NPG ilave edildi ve 35°C’de tekrar 10 dakika inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi
cozeltilerin absorbanslart 405 nm’de spektrofotometrik olarak o6lgiildi. Elde edilen

konsantrasyon-absorbans grafiklerinden ekstrelerin ICso degerleri hesaplandi. Akarboz pozitif



kontrol olarak kullanildi. Her deney 3 tekrarli gerceklestirildi ve Sonuclar standart sapmalar1

(£SD) ile verildi.
2.2.6. Antikanser Calismalari

2.2.6.1. Hiicre Hatlan ve Kiiltiri

Hiicre kiiltiirt, laboratuvar sartlarinda hiicrelerin belirli sartlar altinda kontrollii bir sekilde
cogaltilmas: islemidir. Hiicre Kkiiltiirleri sayesinde hiicrelerin daha ¢abuk biiyiimesi ve
cogalmasi saglanmakta ve de In vivo (canli ortam) olarak yapilamayan ¢alismalar belirli bir
hiicre hattindan ¢ogaltilabilen hiicreler sayesinde in vitro (laboratuvar sartlar1) olarak
yapilabilmektedir. Kanser hiicrelerinin, besin maddeleri ile oksijensiz ortam, insan viicut
sicakligi ve nem gibi fizyolojik kosullarda beslenerek, hiicre boliinmesi yapabilmeleri ve
canliliklarin1 ~ siirdiirebilmeleri  hiicre kiiltlirii  ortamlarinca saglanabilmektedir. Proje
kapsaminda g¢alisilan insan rahim agz1 kanseri hiicre hattt (HeLa) %10 FBS ve %1 Pen-Strep
¢ozeltisi ihtiva eden Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), insan kolon kanseri hiicre
hattt (HT-29) %10 FBS ve %1 Pen-Strep ¢ozeltisi ihtiva eden McCoys’ SA Medium ortaminda,
insan prostat kanseri hiicre hatt1 (LnCap) %10 FBS ve %1 Pen-Strep ¢ozeltisi ihtiva eden RPMI
1640 Medium ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu, 37°C’de %95
nem, %5 CO; igeren inkiibatorde gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirii calismalar1 Class IT Giivenlik

Kabini igerisinde yapildi.

2.2.6.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Ilk olarak s1v1 azot igerisinde muhafaza edilen cryotiip igerisindeki dondurulmus hiicreler, sivi
azot igerisinden alinarak 37°C’deki su banyosunda ¢6zdiiriildii. Coziilen hiicreler, 37°C’deki su
banyosunda bekletilen medium (hiicre biiylime ortami), hiicre kiiltiir kabinindeki T-75 flask
igerisine 12 mL olacak sekilde konuldu. Hizli bir sekilde T-75 flask igerisine alinan hiicreler,
37°C’de ve %5 CO> ihtiva eden inkiibator icerisinde inkiibe edildi. Bir giinlin sonunda T-75
flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve yeni besiyeri ilave edildi. DMSO’in ortamdan
uzaklastirilmasi amaciyla bu islem gergeklestirildi. Caligilan tiim hiicre hatlar1 i¢in ayn1 islemler

tekrar edildi.

2.2.6.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

T-75 flask igerisindeki hiicrelerin %75-80 oraninda bir doluluga ulasmasinin ardindan flask
icerisindeki medium ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler, 5 mL fosfat tamponu (PBS) ile

yikandiktan sonra iizerlerine 5 mL tripsin/EDTA 1ilave edilerek flask tabanina yapisarak gelisen
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hiicrelerin tabandan ayrilmasini saglamak i¢in yaklasik 5-10 dk. kadar inkiibe edildikten sonra
flask icerisine tripsinin aktivasyonu i¢in 10 mL medium eklendi ve pipet yardimiyla 2-3 kez
karistirildi. Karistirma sonrasi zeminden kalkan hiicreler 15 mL’lik falcon tiipe alinarak 800 x
g’de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan kisim ortamdan uzaklastirildi. Falkon
tiip dibine ¢oken hiicre pelletinin tizerine 10 mL besiyeri ilave edildi ve 5 adet yeni T-75 flask
icerisine esit miktarlarda homojenize hiicreler dagitildi. Son olarak pasajlanan hiicre kiiltiirleri

37°C, %5 CO2 ve %95 nem ihtiva eden inkiibator igerisinde inkiibe edildi.

2.2.6.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

T-75 flask igerisinde bulunan pasajlanan hiicreler %80 doluluk oranina ulastiktan sonra flask
icerisindeki medium uzaklastirilarak 5 mL PBS tamponuyla yikandi. Yikamasi yapilan
hiicrelerin tizerine SmL tripsin/EDTA ilave edilerek flask tabanina yapisarak gelisen hiicrelerin
tabandan ayrilmasi saglandi. Yaklasik 5-10 dk. kadar inkiibe edildikten sonra flask igerisine
tripsinin aktivasyonu i¢in 10 ml medium eklendi ve pipet yardimiyla 2-3 kez karistirildi. 15
mL’lik falcon tiipe alinan hiicreler 800 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
kisim ortamdan dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan sonra sonra kalan hiicreler biiylime ortami
(%10 DMSO igeren besiyeri ortami) ile yeniden siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler esit
miktarlarda cryotiiplere aktarilarak vakit gegirmeksizin -80 °C’deki dondurucuya kaldirildi. Bir
hafta sonra, uzun siireli depolama igin cryotiiplerin yaklasik -196 °C’deki sivi azot tankina

aktarimi gerceklestirildi.

2.2.6.5. Hiicre Sayimi

Hiicre sayiminin gergeklestirilebilmesi i¢in zeminden kaldirilarak besiyeri ile slispanse edilen
hiicre siispansiyonundan 100 uL almarak 2 mL’lik ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 100 uL
tripan mavisi konularak yavas bir sekilde homojenize edildi. Homojenize edilen hiicre-tripan
mavisi siispansiyonundan 10 pL alinarak hemositometrenin her iki odacigina da ilave edildi.
Inverted mikroskop ile canlt hiicre sayisini tespit etmek maksadiyla canli ve cansiz hiicrelerin
hiicre saymmi gergeklestirildi. Bu islemde tripan mavisi ile boyama yontemi kullanildi. Cansiz
hiicreler mikroskop altinda boyay1 absorbe ederek mavi renkte goriiniirlerken, canli hiicreler
boyay1 absorbe etmediklerinden dolay1 parlak olarak gozlemlenir (Sekil 1).

Hiicrelerin sayimi1 sonrasinda, iki odacigin da ortalamasi alind1 ve mL bagina diigen hiicre say1s1

asagida anlatildig1 sekilde hesaplandi;

Hiicre sayis1 / mL = Iki odacik ortalama hiicre say1s1 x DF x 10*
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DF = Trypan Blue ile yapilan seyreltme faktorii

10* = Hemositometre boyutlarindan hesaplanan faktor

Hemositometrede bulunan her bir odacigin boyutu;

1 cmuzunluk, 1 cm en, 0,1 cm yiikseklik, 0.1 cm® veya 10-4 mm?® (10-4 mL) hacim seklindedir.

Sekil 1. Hemositometre ile canli hiicre sayima.

2.2.6.6. Sitotoksisite Testleri

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin farkli konsantrasyonlart (10-500 pg/mL) %0,2’lik DMSO
iceren besiyeri ortaminda hazirland: ve tatbik edilecek kanser hiicrelerine ilave edilmek iizere
hazir hale getirildi. Her bir ekstrenin test edilecek hiicre hatlar1 (HeLa, HT-29 ve LnCap)
tizerindeki sitotoksik aktiveleri dretici firma talimatlar1 esas alinarak XTT metodu ile
gerceklestirildi (Hiicre Proliferasyon XTT Kiti, BI). Belirtilen metod metabolik olarak faal olan
hiicrelerde mitokondriyal enzim aktivesiyle suda ¢oziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu suda
¢Oziinebilen turuncu renkli XTT formazan bilesigine doniismekte ve olusan XTT formazan

bilesiginin 450-490 nm’de vermis oldugu absorbsiyona dayanmaktadir (Sekil 2).

Mot Med
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XTT tetrazelium delydrogenase XTT fermazan

Sekil 2. XTT tetrazolyumun fenazin meto siilfat varliginda mitokondriyal dehidrogenaz ile
XTT formazana indirgenmesi.

Ozetle, 96-kuyucuklu plakalara ekimi yapilacak hiicrelerden 100’er pL (10.000

cell/mL) eklenerek 24 saatlik inkiibasyon siirecine birakildi. Siire¢ bitiminde kuyucuklardaki
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besi yeri ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar 50 uL. PBS tamponuyla yikanarak
belirtilen tamponun tekrar uzaklagtirilmasi saglandi. Bu hiicrelerin {izerine 50°ser pL taze tam
besi yeri ve 50°ser pL ¢esitli konsantrasyonlarda (10-500 pg/mL) 6rnekler ilave edildi. Plakalar
24 saatlik inkiibasyon igin tekrar 37°C’de %95 nem ve %5 COg igeren inkiibator igerisine
konuldu. Sonrasinda 470 nm’de plakalar elisa okuyucuda kolorometrik olarak okundu. Elde
edilen sonuglara gore her bir ekstrenin ICso degeri GraphPad Prism Software (GraphPad
Software, San Diego, CA) istatistik programi kullanilarak hesaplandi. ICso degeri, hiicre
proliferasyonunu %50 azaltmak i¢in gereken ekstre konsantrasyonudur. Negatif kontrol olarak
muamele edilmeyen hiicreler kullanildi. Pozitif kontrol olarak 5-florourasil (5-FU) kullanildi.

Sonuglar standart sapmalari (£SD) ile verildi.

Hiicre proliferasyonundaki degisiklik asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi;
% Pl’OlifeI’aSyon = [AbS (ekstreler ile muamele gérmiis hiicreler) — Abs (hiicresiz ortamdaki ekstre)] / [Abs(kontrol grubu

hiicreler) 'AbS(hﬁcresiz ortam)] x100.

2.2.6.7. Annexin V-FITC/PI Testi

Pastinaca erzincanensis bitkisinden elde edilen metanol ekstresi (ME)’nin HeLa hiicre hatti
tizerindeki apoptotik etkisi flow sitometre tizerinden Annexin V-FITC/PI ¢ift boyama (Muse®
AnnexinV/Dead cell assay kit, MCH100105) yontemiyle arastirildi. Bunun igin hiicreler (3x10°
hiicre/kuyu) 6 kuyucuklu kiiltiir plakasina ekildi ve 5% CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe
edildi. 24 saatin sonunda, hiicreler ekstrelerin 1Cso degerleri ile muamele edildi ve tekrar 24 saat
5%CO:> inkiibatoriinde inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler tripsinize
edildi ve 300 xg'de 5 dakika santrifiijlendi ve ardindan pelet, %1 FBS ile takviye edilmis 100
uL ortam i¢inde yeniden siispanse edildi. Esit hacimde AnnexinV reaktifi eklendi ve karisim
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Muamele edilmemis hiicreler, negatif kontrol olarak
kullanildi. Analizler Muse Cell Analyzer (Merck Millipore) ile yapildi. Elde edilen sonuglar
standart sapmalar (£SD) ile ifade edildi.

2.2.7. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen veriler istatistiksel program GraphPad Prism 6 (GraphPad, La Jolla,
CA) Software 6.0 kullanilarak gergeklestirilmistir. Iki grup arasindaki istatistiksel fark
Student’s t-testi ve ayrica gruplar arasindaki fark ise One-way ANOVA yo6ntemi kullanilarak
belirlendi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bitki Ekstrelerinin Eldesi
Calismada kullanilan Pastinaca erzincanensis tiiriiniin meteryal metod kisminda bahsedildigi

izere farkli polaritelere sahip coziiciilerle ekstarksiyon islemlerine tabi tutulmus ve 3 farkl
ekstre elde edilmistir. Bunlar sirasiyla etil asetat ekstresi (EAE), metanol ekstresi (ME) ve su

ekstresi (SE) dir.

3.2. LC-MS/MS Analiz Sonugclari

Gergeklestirilen LC-MS/MS analizleri neticesinde P. erzincanensis tiiriinden elde edilen etil
asetat (EAE), metanol (ME) ve su (SE) ekstrelerine ait kromatogramlar Sekil 3’de verilmistir.

Ayrica, standart bilesiklere ait LC-MS/MS kromatogrami da ekler kisminda verilmistir.
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Sekil 3. P. erzincanensis tiiriiniin sirasiyla etil asetat, metanol ve su ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogramlari.

Tablo 2’de goriildiigii iizere P. erzincanensis 'in fitokimyasal ve ozelliklede fenolik

madde agisindan oldukg¢a zengin oldugu belirlendi. Oyleki, 56 standart fitokimyasal {izerinden

taranan kromatogramda 23 adet fitokimyasal bu bitkinin etil asetat, su ve metanol ekstrelerinde

tespit edilmistir. Coziicli polaritesine bagli olarak ekstraktlarda bulunan fenolik maddelerin
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miktar ve tirlerinde de farkliliklar tespit edildi. Etil asetat ekstresinde (EAE) 15 c¢esit
fitokimyasal tespit edilirken, Metanol ekstresinde (ME) 23 gesit fitokimyasal ve su ekstresinde
(SE) 19 ¢esit fitokimyasal madde icerdigi belirlenmistir. Etil asetat ekstresinde kalitatif olarak
belirlenen bilesiklerin goreceli olarak diisiik miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Metanol
ekstresinin ana bilesenlerinin fumarik asit ve gentisik asit oldugu belirlenmistir. Su ekstresi’nin
major bilesiklerinin kinik asit, fumarik asit ve gentisik asit oldugu saptanmistir. Diger bir¢ok

fitokimyasal bilesigin ise degisen miktarlarda her bir ekstrede mevcut oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2. P. erzincanensis tiiriinden elde edilen ekstrelerin LC-MS/MS analiz sonuglar1

No Bilesik Etil asetat Metanol Su
(mg/g ekstre) (mg/g ekstre) (mg/g ekstre)
1 Kinik asit 0,081 0,251 25,707
2 Fumarik asit N.D. 1,014 22,756
3 Akonitic asit N.D. N.D. 0,014
4 Gallik asit N.D. N.D. N.D.
5 Epigallokatesin N.D. N.D. N.D.
6 Protokatekuik asit N.D. 0,04 0,158
7 Katesin N.D. N.D. N.D.
8 Gentisik asit N.D. 1,056 4,009
9 Klorojenik asit 0,02 0,267 0,047
10 Protokatekuik aldehit 0,014 0,013 0,007
11 Tannic acid N.D. N.D. N.D.
12 Epigallokatesin galat N.D. N.D. N.D.
13 Sinarin N.D. N.D. N.D.
14 4-OH Benzoik asit N.D. N.D. N.D.
15 Epicatesin N.D. N.D. N.D.
16 Vanilik asit N.D. N.D. N.D.
17 Kafeik asit 0,035 0,095 0,141
18 Sirinjik asit N.D. N.D. N.D.
19 Vanilin N.D. 0,222 N.D.
20 Sirinjik aldeit N.D. N.D. N.D.
21 Daidzin N.D. N.D. N.D.
22 Epikatesin galat N.D. N.D. N.D.
23 Piceid N.D. N.D. N.D.
24 p-Kumarik asit 0,09 0,215 0,254
25 Ferulik asit-D3-IS" N.A. N.A. N.A.
26 Ferulik asit N.D. N.D. N.D.
27 Sinapik asit N.D. N.D. N.D.
28 Kumarin N.D. 0,057 0,069
29 Salisilik asit 0,053 0,294 0,362
30 Cyranoside N.D. N.D. N.D.
31 Miquelianin N.D. N.D. N.D.
32 Rutin-D3-IS N.A. N.A. N.A.
33 Rutin N.D. 0,084 0,096
34 Izokuersitrin 0,085 0,459 0,489
35 Hesperidin 0,017 0,12 0,164
36 o-Kumarik asit N.D. N.D. N.D.
37 Genistin N.D. N.D. N.D.
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38 Rozmarinik asit N.D. N.D. N.D.
39 Elajik asit N.D. N.D. N.D.
40 Kosmozin N.D. N.D. N.D.
41 Kuersitrin N.D. 0,059 0,038
42 Astragalin 0,078 0,277 0,313
43 Nikotiflorin 0,028 0,102 0,14
44 Fisetin N.D. N.D. N.D.
45 Daidzein N.D. N.D. N.D.
46 Kuersetin-D3-1IS N.A. N.A. N.A.
47 Kuersetin 0,02 0,036 N.D.
48 Naringenin 0,004 0,019 N.D.
49 Hesperetin N.D. N.D. N.D.
50 Luteolin 0,007 0,008 N.D.
51 Genistein N.D. N.D. N.D.
52 Kaempferol 0,021 0,037 0,008
53 Apigenin 0,038 0,032 N.D.
54 Amentoflavon N.D. N.D. N.D.
55 Krizin N.D. N.D. N.D.
56 Akasetin 0,101 0,091 0,002

N.A.: Uygulanamadi
N.D.: Belirlenemedi

Tibbi ve aromatik bitkilerin yapilarinda barindirdiklar fitokimyasallar arasinda fenolik
asitler ve flavonoidler 6nemli bir orana sahiptir ve canli sistemlerde dikkate deger biyolojik
ozellikler sergilemektedir. Mevcut ¢alismada, P. erzincanensis bitkisinin LC-MS/MS analizleri
neticesinde birgok fenolik asit ve flavonoid tiirii tespit edilmistir. Bu fitokimyasallarin sahip
olduklar1 biyolojik aktivitelere sirasiyla bakildiginda oncelikle bir fenolik asit olan Kinik
asid’in anti-inflamatuar aktivite [35], antioksidan aktivite [36], anti-hepatit B viriis aktivitesi
[37] , antiviral aktivite, antinosiseptif etki [38, 39] , anti-diyabetik aktivite [40], sitotoksik,
apoptotik ve anti-a-glukozidaz aktiviteleri [41] gibi birgok biyolojik 6zellige sahip oldugu rapor
edilmistir. Fumarik asit gida, kimya, tarim ve ozelliklede ilag endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [42]. Gentisik asit ve tiirevlerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler
[43], fenoloksidaz [44] ve insan karbonik anhidraz [45] inhibitorleri gibi gesitli biyolojik
ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir. Kafeik asit, insan diyetinde bulunan ¢esitli dogal
antioksidanlardan ve kemoprotektif ajanlardan biridir [46]. p-Kumarik asit ve onun
konjugatlari, cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir, diyabet, obezite ve hiperlipemiye karsi
hafifletici etkilerin yan1 sira antioksidan, kanser Onleyici, antimikrobiyal, antiviriis,
antiinflamatuar, antiplatelet agregasyonu, anksiyolitik, ates diisliriicii, analjezik ve anti-artrit
aktiviteleri gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri i¢in incelenmistir [47].

Bitki 6ziindeki flavonoidlere gelince, izokuersitrin’in antioksidan ve antiinflamatuar

aktiviteler [48], antiviral aktivite [49], antihipertansif aktivite [50], antikanser aktivitenin yani
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sira SK-Mel-2 melanom hiicrelerinde mitokondriyal bagimli apoptozu ve tip II diyabetik
sicanlarda anti-diyabetik aktiviteyi indiiklemesi [51] gibi bazi 6nemli biyolojik 6zellikler
sergiledigi belirtilmistir. En iyi bilinen flavonoidlerden biri olan kuersetin, antioksidan [52],
antiobezite [53] , antikanserojen [54], antiviral, antibakteriyel [55] ve anti-inflamatuar etkileri
[56] nedeniyle giderek artan bir ilgi gormiistiir. Kuersetin 6rnegin fosfolipaz A2 ve C, tirozin
protein kinazlar, lipoksijenaz, siklooksijenaz, siklik niikleotid fosfodiesteraz ve sitokrom P450
sistemleri gibi bazi anahtar enzimleri inhibe ettigi gosterilmistir, bu sonuglar ise onun
antihistamin, antiinflamatuar ve antikanserojenik 6zelliklerinin var oldugunu géstermektedir
[57]. Rutin'in kardiyoprotektif, sitoprotektif, ndroprotektif, vazoprotektif, antikanserojenik ve
antioksidan aktiviteler gibi ¢ok c¢esitli biyoaktivitelere sahip oldugu bilinmektedir [58]. Dogal
olarak olusan flavonoidlerden biri olan astragalin (kaempferol 3-glukozit), ndroprotektif,
kardiyoprotektif, anti-inflamatuar, antiobezite, antiosteoporotik, antiiilser, antioksidan,
antikanser ve antidiyabetik 6zellikler dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik uygulamalar ile
iyi bilinmektedir [59]. Oldukca biyoaktif bir flavonoid aglikon olan Naringenin'in
antibakteriyel, antioksidan, antifungal, antiviral, antikanser, antiadipojenik ve kardiyoprotektif
aktiviteler gibi bir¢ok farmakolojik etki gosterdigi bildirilmistir [60, 61]. Apigenin'in antikanser
aktivite [62], anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteler [63], anti-diyabetik ve anti-alzheimer
hastalik potansiyelleri [64] dahil olmak iizere 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu iyi

bilinmektedir.

3.3. Antioksidan Aktivite Sonuclar:
Bu ¢alismada P. erzincanensis ‘in antioksidan aktiviteleri toplam fenolik igerik (TPC), toplam
flavonoid igerik (TFC), radikal giderme kapasitesi (DPPH), ve metal iyonlarini indirgeme
(FRAP) giicii iizerinden degerlendirilmistir. Tibbi ve aromatik bitkilerin antioksidan
kapasitelerinin arastirilmasinda bu bitkilerin icermis oldugu fitokimyasal miktar1 ve ¢esidi
ozelliklede fenolik ve flavonoid oranlari biiyilk 6neme sahiptir [33]. Bu kapsamda, P.
erzincanensis bitkisinden elde edilen etil asetat ekstresi (EAE), metanol ekstresi (ME) ve su
ekstresi (SE)’nin toplam fenolik igerikleri (TPC) gallik asit esdegeri olarak hesaplanmis ve
sonuglar Tablo 3’de verilmistir. P. erzincanensis ‘den elde edilen ekstrelerin TPC degerlerine
bakildiginda 128.925 mg GAE/g ekstre degeriyle ME’nin en yiiksek degere sahip oldugu ve
bunu sirasiyla EAE (109,777 mg GAE/g ekstre) ve SE (80.444 mg GAE/g ekstre) takip etmistir.
(Tablo 3).

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri (TFC) incelendiginde sonuglarin fenolik

icerikleriyle paralellik gosterdigi belirlenmistir. ME (231.191 mg QE/g ekstre)’nin en yiiksek
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miktarda TFC degerine sahip oldugu ve bunu sirasiyla EAE (133.331 mg QE/g ekstre) ve SE
(32.619 mg QE/qg ekstre)’nin takip ettigi gdzlenmistir.

Literatiirde Pastinaca bitkisinin farkli tiirlerine ait antioksidan aktivite ¢alismalar1
mevcuttur. Ornegin, Tosun ve ark. (2019), Pastinaca sativa L. subsp urens (Req. Ex Gordon)
ile yaptiklar1 calismada metanol ekstresinin toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite i¢in
bitkinin toprak dstii kisimlarini kullanmiglardir. Bitki Grneklerinin esansiyel yaglari elde
edildikten sonra yapilan toplam fenolik madde igerigi sirasiyla bitki meyvelerinden 50,40 mg/gr
ekstre ve toprak tstii kismindan 67,86 mg/gr ekstre olarak belirlenmistir [65]. Diisgiin ve ark.
(2021), Nigde iline endemik olan Pastinaca ailesine mensup Pastinaca zozimoides ile yaptiklari
calismada P. zozimoides’in etanol ekstraktinin toplam fenolik igerigi 28,79 mg GAE/gr ekstre
olarak bulunmustur [66].

Bu ¢alismada P. erzincanensis’in TPC ve TFC degerleri literatiirde sinirli ¢aligmalarla
belirtilen farkli Pastinaca tiirlerinde elde edilen TPC ve TFC degerleriyle kiyaslandiginda
farkliliklar gozlense de biliylik oranda yakin sonucglar elde edildigi gorilmistir. Bu
farkliliklarinda 6zellikle kullanilan bitki tiliriiniin tabiati, toplanma zamani, bitkinin kullanilan
kism1 ve ozelliklede ekstraksiyon metodu ve kullanilan ¢6ziiciiniin cinsinden kaynaklandigi
belirlenmistir.

Dogal veya sentetik bir bilesigin antioksidan kapasitesinin arastirilmasinda DPPH
radikal giderme testleri yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada, P.
erzincanensis’in radikal siipiirme aktivitesi incelemek i¢in ekstrelerin farkli konsantrasyonlari
hazirlanarak DPPH radikalleri tizerinde test edilmis ve sonuglar standart antioksidan olarak
kullanilan troloks ile karsilastirilmistir. P. erzincanensis’den elde edilen EAE, ME ve SE'nin
doz bagimli DPPH radikal siipiirme aktivitesi 1Cso degerleri olarak belirlenmis ve sonuglar
Tablo 3'de gosterilmistir. EAE en diisiik ICso (10.05 pg/mL) degeri ile en yiiksek aktiviteyi
gostermis, bunu sirastyla SE (1Cs50:10.99 pg/mL) ve ME (1Cs0:11.85 pg/mL) izlemistir. Ayrica,
ekstreler standart antioksidan troloks (1Cs0:12.80 ug/mL)’dan daha diisiik 1Cso degerleriyle
daha giiglii bir radikal giderme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.

Bir bilesigin veya dogal iiriiniin yapisindaki fitokimyasallarin metal iyonu indirgeme
giicii o bilesigin veya dogal iiriiniin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in énemli bir
gosterge olarak degerlendirilmektedir [67]. Mevcut ¢alismada, P. erzincanensis ekstrelerinin
demir iyonu indirgeme gii¢leri (FRAP) belirlenmis ve sonuglar troloks esdegeri (TE) olarak
Tablo 3’de verilmistir. Elde edilen veriler, her iki bitkinin FRAP sonu¢larinin DPPH
sonuclartyla paralellik sergiledigini gostermistir. En yiiksek FRAP degerine 61,48 mgTE/g
ekstre degeriyle SE sahip olurken bunu sirasiyla EAE (41,48 mgTE/g ekstre) ve ME (40,08
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mQTE/g ekstre)’nin izledigi goriilmistiir. Tim bu verilerin LC-MS/MS sonuglariyla birlikte
degerlendirildiginde, ekstrelerin  yapilarinda bulundurdugu sekonder metabolitlerin
miktarindan ziyade onlarin cesitliliginin ve sinerjik etkilerinin antioksidan gii¢lerine yon
verdigi sOylenebilir. Sonug olarak bu ¢alismayla birlikte ilk kez P. erzincanensis’in yiiksek
miktarda fitokimyasal (fenolik ve flavonoid) igerikleriyle giiglii bir antioksidan kaynagi olarak
degerlendirilebilecek potansiyeli ortaya konmustur.

Tablo 3. P. erzincanensis ekstrelerinin antioksidan aktivite sonuglari.

Ekstre/ TPC TFC FRAP DPPH

Standart (mg GAE/g (mg QE/g ekstre) (mg TE/g ICso (ng/mL)
ekstre) ekstre)

Etil Asetat 109,78+2,10 133,33+1,76 41,49+1,10 10,05+0,24

Metanol 128,93+1,94 231,19+£2,64 40,08+0,68 11,85+0,53

Su 80,44+1,05 32,62+0,82 61,49+0,44 10,99+0,80

Troloks - - - 12,80+0,42

TPC: Toplam fenolik miktar
TFC: Toplam flavonoid miktar
FRAP: Demir indirgeme antioksidan giicii

3.4. Enzim Aktivite Sonuglari

3.4.1. a-Glikozidaz Inhibisyonu
Doygun substrat derisiminde a-glikozidaz enziminin standart inhibitorii olan akarboz ve P.

erzincanensis ekstreleri ile inhibisyon etkisine bakildi ve her bir madde i¢in aktivite grafikleri
¢izildi. Cizilen grafiklerden her bir numune igin ICso degerleri hesaplandi (Tablo 4). P.
erzincanensis ekstreleri’nin (EAE, ME, SE) o-glikozidaz enzimi iizerindeki 1Cso degerleri
sirastyla 42,31 pg/mL, 12,06 ve 30,25 pg/mL olarak belirlendi. Bu degerler EAE hari¢ diger
iki ekstre’nin de standart Akarboz’dan daha yiiksek inhibisyon etkiye sahip olduklarini ortaya
koymustur. Bu ¢alismada standart olarak kullanilan Akarboz’un a-glikozidaz enzimi iizerindeki
ICs0 degeri 39,03 ng/mL olarak belirlenmistir.

Tablo 4. P. erzincanensis ekstrelerinin a-glikozidaz, Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz

tizerindeki ICsp degerleri.

Ekstreler/ a-glikozidaz AChE BChE
Standart 1Cso (ug/mL) 1Cso (ug/mL) 1Cso (ug/mL)
EAE 42,31+1,80 45,20+2,26 12,15+066
ME 12,06+0,76 20,05+1,10 4,96+0,24
SE 30,25+1,24 32,20+1,58 8,44+0,80
Akarboz 39,03+1,26 - -
Takrin 38,50+0,86 14,74+0,52
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3.4.2. Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibisyonu
Doygun substrat derisiminde AChE enziminin standart inhibitorii olan Takrin ve bitki

ekstraktlar ile inhibisyon etkisine bakildi ve her bir madde i¢in aktivite grafikleri ¢izildi. Cizilen
grafiklerden her bir numune igin ICso degerleri hesaplandi (Tablo 4). Tablo 4 g6z Oniine
alindiginda ekstreler arasinda 20,05 pg/mL ICso degeri ile en giiclii inhibisyon etkisine ME
sahipken bunu sirasiyla SE (32,20 pg/mL) ve EAE (45,20 pg/mL) izlemistir. Bu ¢alismada
AChE i¢in standart (Takrin) ICso degeri 38,50 pg/mL olarak belirlenmistir. Buda 6zellikle
ME’nin Takrinden oldukga yiiksek bir inhibisyon etkisine sahip oldugu ortaya koymustur.

3.4.3. Biitirilkolinesteraz (BChE) Inhibisyonu
Doygun substrat derisiminde BChE enziminin standart inhibitorii olan Takrin ve bitki

ekstraktlar ile inhibisyon etkisine bakildi ve her bir madde i¢in aktivite grafikleri ¢izildi. Cizilen
grafiklerden her bir numune igin ICso degerleri hesaplandi (Tablo 4). BChE enzimi igin ise
ekstrelerin (EAE, ME, SE) ICsp degerleri sirastyla 12,15 pg/mL, 4,96 ug/mL, ve 8,44 pg/mL
olarak belirlendi. Bu ¢alismada BChE i¢in standart ila¢ Takrin’in 1Cso degeri 14,74 pg/mL
olarak belirlenmistir. Bu veriler standart Takrin degeri ile kiyasladiginda ekstrelerin daha giiglii
inhibitdr etki sergiledigi goriildi. Sonu¢ olarak tiim enzim inhibisyon calismalar1 P.
erzincanensis tiiriiniin  hem diyabet hem de Alzheimer hastaliginin tedavisinde

faydalanilabilecek sekonder metabolitlere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

3.5. Antikanser Aktivite Sonuclari

3.5.1. Sitotoksik Aktivite

Dogal ya da sentetik bir maddenin potansiyel toksisitesini arastirmak igin sitotoksisite testleri
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu c¢alismada P. erzincanensis bitkisinden elde edilen
etilasetat ekstresi (EAE), metanol ekstresi (ME) ve su ekstresi (SE)’nin sitotoksik aktiviteleri,
insan rahim agzi kanseri hiicre hatti (HeLa), kolon kanseri hiicre hatti (HT-29) ve prostat
kanseri hiicre hatti (LnCAP), ve fare saglikli hiicre hatt1 (3T3-L1) iizerinde XTT yontemiyle
arastirildi. Ekstrelerin ve kemoterapétik ilag olarak kullanilan 5-Florourasil’in belirtilen hiicre
hatlar1 iizerindeki ICso (Hiicre proliferasyonunu %50 azaltan ekstrenin konsantrasyonu)

degerleri Tablo 5’de gosterilmektedir.
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Tablo 5. P. erzincanensis ekstrelerinin HeLa, HT-29, LnCap ve 3T3-L1 hiicre hatlar

tizerindeki ICsp degerleri.

Ekstreler/ HeLa HT-29 LnCap 3T3-L1

Standart ICso ICso (ug/mL) ICso (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
(ug/mL)

EAE 41,61+1,30 >250 >250 >500

ME 20,98+0,86 167,11+2,83 >250 >500

SE 145,04+2,74 >250 >250 >500

5-FU 35,14+1,94 23,2+0,98 29,60+1,60 44,30+2,35

Tablo 5 gbz Oniine alindiginda, tiim ekstrelerin HeLa hiicreleri ile 48 saat inkiibasyon
neticesinde doz bagimli olarak sitotoksik aktivite sergiledigi ve bu ekstreler icerisinde en giiglii
sitotoksik aktiviteye en diisiik ICso degeriyle (20,98 ug/mL) ME gosterirken bunu sirasiyla EAE
(41,61 pg/mL) ve SE (145,04 pg/mL) izlemistir. Ayrica, bu hiicre hatti lizerinde ME’nin pozitif
kontrol olarak kullanilan 5-FU (35,14 pg/mL)’dan da daha giiglii sitotoksik etki gosterdigi
saptanmistir. HT-29 hatt1 {izerinde sadece metanol ekstresinin kaydadeger sitotoksik etki
gosterdigi diger iki ekstrenin ise 250 pg/mL’ den daha yiiksek ICso degerine sahip olduklari
goriilmiistiir. LnCap hiicre hatti iizerinde ise tiim ekstreler 250 pg/mL’ den daha yiiksek ICso
degerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu veriler ekstrelerin sitotoksik etkisine en duyarh
kanser hattinin HeLa hiicreleri oldugu, ekstrelere en direngli hiicre hattinin ise LnCap hattinin
oldugunu gostermistir. Ote yandan, ekstrelerin 3T3-L1 saglikl hiicre hatt1 {izerinde ¢ok daha
yiiksek 1Cso (>500) degerlerine sahip olduklari goriiliirken, 5-FU (44,30 pg/mL)’nun bu hiicre
hatt1 iizerinde giiclii bir sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu da P. erzincanensis
ekstreleri arasinda 6zellikle ME yi antikanser aktivite potansiyeli acisindan oldukca degerli
kilmaktadir.

P. erzincanensis bitkinin mensup oldugu ailede bulunan diger tiirlerinin hem insanlar
hem de bazi hayvanlarda yara iyilestirme gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olduklar
belirlenmistir. Ancak literatiirde bu tiir ile ilgili detayli antikanser ¢aligsmalar1 mevcut degildir.
Literatiirde Pastinaca ailesine mensup bazi tiirlerle yapilan sitotoksik aktivite ¢alismalart sinirli
miktardadir. Diisgiin ve ark. (2021), Nigde iline endemik olan Pastinaca zozimoides ile
yaptiklart ¢alismada bitkinin toprak tistii kismindan elde edilen metanol ekstresinin insan kolon
kanseri hiicre hatlarindan biri olan Caco-2 hiicreleri lizerinde uyguladiklari konsantrasyonlarda
orta-yiiksek degerde bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir [66]. Bir baska

calismada, Madari ve Jakobs’un 2004’de yaptiklar1 bir arastirmada Pastinaca sativa bitkisinin
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HeLaS3 kolon kanseri hiicre hattinda oldukga gii¢lii antiproliferatif etkisinin oldugunu rapor
etmislerdir [68].

Tiim bu veriler birlikte diisiiniildiigiinde, Pastinaca tiirlerinin yetisme bolgeleri, aktivite
icin kullanilan bolgeleri, ekstraksiyon cesidi ve 6zelliklede test edilen kanser hiicre hattinin
sitotoksik aktivitede onemli yere sahip oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismada ilk kez
kullanilan P. erzincanensis tiiriiniin de literatiirdeki diger tiirlerle sitotoksik aktivite bakimindan
onemli olgiide Ortlistiigii goriilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alismayla P. erzincanensis tiiriiniin in
Vivo antikanser ¢alismalarinda degerledirilebilecek potansiyele sahip sekonder metabolitlere
sahip oldugu ve bu yoniiyle de bu metabolitlerin bitkiden izolasyonuna ve bireysel yada

kombine halde antikanser ¢aligsmalara tabii titulmasi i¢in onemli veriler saglanmigtir.

3.4.2. Apoptotik Aktivite

Birgok kemoterapotik ajan sergilemis oldugu apoptotik etkiler nedeniyle kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat, cogu kemoterapdtik ajanin kanser hiicrelerinin yani sira
saglikli hiicreler iizerinde de sitotoksik etki ve istenmeyen yan etkilere de sahip olduklar
bilinmektedir [69]. Bu nedenle, son yillarda sentetik ilaglarin yani sira gittik¢e artan bir oranda
tibbi bitkilerden hazirlanan ham ekstre veya onlardan izole edilen sekonder metabolitlerin
antikanser etkileri tizerine ¢alismalar hiz kazanmustir [33]. Kanser hiicrelerinde apoptoz
mekanizmalari, kanser insidansinin 6nlenmesini engellemek i¢in 6nemli bir yaklagim olmustur
[70, 71].

Calismanin bu asamasinda, P. erzincanensis ekstrelerinden test edilen kanser hiicreleri
arasinda en yiiksek sitotoksik etkiye sahip metanol ekstreleri (ME)’nin HelLa hiicreleri {izerinde
ki en etkili sitotoksik aktivitesinden dolay1 antikanser etki mekanizmalarinin mitokondriyal
membran yoluyla gerceklesip gerceklesmedigi arastirilmistir. Bu  kapsamda, P.
erzincanensis’in antikanser etkisini incelemek i¢in HeLa hiicreleri ME’in ICsp degerine 48 saat
stireyle maruz birakildi ve siire sonunda yontem kisminda belirtildigi gibi deney prosediirleri
uygulandi ve ME nin HeLa hiicrelerinde meydana getirebilecegi apoptotik etkiler flow

sitometre yardimiyla analiz edildi (Sekil 4).
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Sekil 4. P. erzincanensis’den elde edilen ME’nin HeLa hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi.
A) Kontrol grubu HelLa hiicreleri, B) Muamele grubu HeLa hiicreleri.

Sekil 4’de de goriildiigii lizere kontrol grubu hiicre popiilasyonuna bakildiginda hiicrelerin
%71,05’inin canli, %19,70’inin erken apoptoza, %6,60’min ge¢ apoptoza yodnlendigi
goriilmektedir. Ote yandan, 48 saat siiresince ME nin ICso degeri ile inkiibe edilmis Hela
hiicrelerinde de canli hiicrelerin yaklasitk %71,20, erken apoptoza wugrayan hiicre
popiilasyonunun %19,30 ve %7,60 oraninda da ge¢ apoptoz goriilmiistiir. Bu veriler kontrol
grubuyla muamele grubu arasinda anlamli bir degisimin olmadigini ortaya koymustur. Bu da
bize P. erzincanensis tiiriiniin HeLa kanser hiicre hatti iizerinde sergilemis oldugu sitotoksik
etkinin antikanser etki mekanizmalarindan biri olan intrinsik yoldan ziyade ekstrinsik yollarla

olabilecegi diislincesini kuvvetlendirmistir.

SONUCLAR

1. Proje kapsaminda c¢alisilan P. erzincanensis bitkisi ¢igeklenme donemlerinde
toplanarak uygun sartlar altinda kurutulmus, ve Kurutulan bitkinin de toprak tistii
kisimlarindan farkli polaritelere sahip ¢oziiciilerle etilasetat ekstresi (EAE), metanol
ekstresi (ME) ve su ekstresi (SE) olarak ii¢ farkli ekstre elde edilmistir.

2. Bitki ekstrelerinin fitokimyasal igeriklerinin belirlenmesi igin LC-MS/MS analizleri
gerceklestirilmis ve bu analizler sonucunda taranan 56 farkl bilesik igerisinde kalitatif
ve kantitatif olarak 23 fitokimyasal (6zellikle fenolik asitler ve flavonoidler)
belirlenmistir. Bitkinin ana bilesenlerinin kinik asit, fumarik asit ve gentisik asit oldugu

saptanmuigtir.

24



3. In vitro antioksidan aktivite testleri neticesinde bitki ekstreleri arasinda en yiiksek
toplam fenolik ve flavonoid i¢erigine ME nin sahip oldugu, demir iyonlarini indirgeme
giicleri bakimindan en gii¢clii SE’nin oldugu ve DPPH serbest radikallerini giderme
bakimindan da en yiiksek potansiyele sahip olanin EAE oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
ekstrelerin standart antioksidan olarak kullanilan troloks’dan goreceli olarak daha
giiclii oldugu belirlenmistir.

4. Enzim aktivite testleri sonucunda P. erzincanensis bitkisinin tiim ekstrelerinin
diyabetle iliskili a-glikozidaz enzimi lizerinde standart ilag akarboz dan daha diisiik
ICso degerine sahip oldugunu, bu durumunda ekstrelerin a-glikozidaz enzimini ¢ok
daha giiclii bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Benzer sekilde, Alzheimer ile iligkili
AChE ve BChE enzimleri iizerinde ME ve SE’nin standart ilag takrinden daha diisiik
ICs0 degerlere sahip olarak ondan daha giiclii bir inhibisyon etkisine sahip olduklar
gOriilmiistir.

5. Invitro sitotoksisite testleri sonucunda, P. erzincanensis ekstrelerinin HeLa hiicre hatti
tizerinde doz bagimli sitotoksik aktivite sergilerken HT-29 ve LnCap hiicrelerine kars1
diistik sitotoksisite gosterdikleri saptanmustir. Ayrica ekstreler arasinda HeLa hiicreleri
iizerinde en giiclii sitotoksik aktiviteye en diisiik ICso degeriyle ME’nin oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan, ekstrelerin hepsi 3T3-L1 saglikli hiicre hatt1 iizerinde ¢ok
daha diistik sitotoksik aktivite sergilemislerdir.

6. Flow sitometre ile HeLa hiicre hatti iizerinde gergeklestirilen apoptozis testleri
neticesinde ME’nin  kontrol grubuna kiyasla kanser hiicrelerini apoptoza
yonlendiremedigi goriilmiistiir. Bu durumunda ekstrenin kanser hiicrelerini apoptozdan

ziyade farkli bir kanser mekanizmasiyla 6liime siiriikledigini ortaya koymaktadir.
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EKLER

Kiitle spektrometresi ve kromatograf kosullari

53 fitokimyasalin kantitatif degerlendirmesini ger¢eklestirmek igin bir tandem kiitle spektrometresi ile birlestirilmis bir Shimadzu-Nexera modeli ultra
yiiksek performansli sivi kromatografi (UHPLC) kullanildi. Ters fazli UHPLC, bir otomatik numune alic1 (SIL-30AC modeli), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp
modeli), ikili pompalar (LC-30AD modeli) ve bir gaz giderici (DGU-20A3R modeli) ile donatildi. 53 fitokimyasal i¢in optimum ayirma elde etmek ve baskilama
etkilerinin Gistesinden gelmek igin kromatografik kosullar optimize edildi. Agilent Poroshell 120 EC-C18 modeli (150 mmx*2.1 mm, 2,7 pum) ve RP-C18 Inertsil
ODS-4 (100 mmx2,1 mm, 2um) gibi farkli kolonlar, asetonitril gibi farkli mobil fazlar (B) ve metanol, amonyum format, formik asit, amonyum asetat, asetik
asit gibi farkli mobil faz katki maddeleri ile 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C gibi farkli kolon sicakliklar1 denenmis ve optimum kosullara kadar uygulandi. Sonug
olarak, kromatografik ayirma ters fazli Agilent Poroshell 120 EC-C18 modeli (150 mm x 2.1 mm, 2.7 um) analitik kolonu iizerinde gergeklestirildi. Kolon
sicaklig1 40°C'ye ayarlandi. Eliisyon gradyani, eliient A (su + 5 mM amonyum format + %0.1 formik asit) ve eluent B'den (metanol+ 5 mM amonyum format +
%0.1 formik asit) olusuyordu. Kullanilan gradyan eliisyon profili: %20-100 B (0-25 dakika), %100 B (25-35 dakika), %20 B (35-45 dakika). Ayrica solvent
akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirastyla 0,5 mL/dk ve 5 pL olarak belirlendi.

Kitle spektrometrik tespiti, hem negatif hem de pozitif iyonizasyon modlarinda ¢alisan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmis bir
Shimadzu LCMS-8040 model tandem kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirildi. LC-ESI-MS/MS verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) tarafindan
alind1 ve islendi. Fitokimyasallarin miktar tayini igin MRM (goklu reaksiyon izleme) modu kullanildi. MRM metot, belirtilen 6ncii fitokimyasaldan pargaya
iyon gecislerinin taranmasina dayali olarak fitokimyasal bilesikleri se¢ici olarak saptamak ve d6lgmek i¢in optimize edilmistir. Carpigsma enerjileri (CE), istenen
iirlin iyonlarmin optimal fotokimyasal pargalanmasini ve maksimum iletimini olusturmak igin optimize edildi. MS calisma kosullar su sekilde uygulandi:

kurutma gaz1 (N2) akisi, 15 L/dak; nebulize edici gaz (N2) akisi, 3 L/dak; DL sicakligi, 250°C; 1s1 blogu sicakligi, 400°C ve arayiiz sicakligi, 350°C.
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Sekil S1. LC-MS/MS ile standart fenolik bilesiklerin toplam iyon kromatograma.
1: Kinik asit, 2: Fumarik asit, 3: Akonitik asit, 4: Gallik asit, 5: Epigallokatesin, 6: Protokatesik asit, 7: Katesin, 8: Gentisik asit, 9: Klorojenik asit, 10:
Protokatesik aldehit, 11: Tannik asit, 12: Epigallokatesin gallat, 13: 1,5-dikaffeoilkinik asit, 14: 4-OH Benzoik asit, 15: Epikatesin, 16: Vanilik asit, 17: Kafeik
asit, 18: Siringik asit, 19: Vanilin, 20: Siringik aldehit, 21: Daidzin, 22: Epikatesin gallat, 23: Piceid, 24: p-Kumarik asit, 25: Ferulik asit D3, 26: Ferulik asit,
27: Sinapik asit, 28: Kumarin, 29: Salisilik asit, 30: Cynaroside, 31: Miquelianin, 32: Rutin, 33: Rutin D3, 34: Isoquercitrin, 35: Hesperidin, 36: p-Coumarik
asit, 37: Genistin, 38: Rosmarinic asit, 39: Ellagik asit, 40: Cosmosiin, 41: Quercetin, 42: Astragalin, 43: Nicotiflorin, 44: Fisetin, 45: Daidzein, 46: Quercetin
D3, 47: Quercetin, 48: Naringenin, 49: Hesperetin, 50: Luteolin, 51: Genistein, 52: Kaempferol, 53: Apigenin, 54: Amentoflavon, 55: Chrysin, 56: Acacetin.
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Tablo S1. LC-MS/MS yontemine ait analitik ydbntem dogrulama parametreleri

RSD%*® DOgrusalhk LOD/LOQ Recovery (%)

. M.1. lyon. N Gr.
No  Analtier RT® (miz)P° Ful. (miz)* "}”/lOde Denklem e Interday  Intraday '(Ar;ZI/IE)I (Hg/lL) Interday  Intraday ve No'
1 Quinic acid 3.0 190.8 93.0 Neg y=-0.0129989+2.97989 x 0.996 0.69 0.51 0.1-5 25.7/33.3 1.0011 1.0083 0.0372 1
2 Fumaric aid 3.9 1152 409 Neg y=-0.0817862+1.03467 % 0.995 1.05 1.02 1-50 135.7/167.9 0.9963 1.0016 0.0091 1
3 Aconitic acid 4.0 172.8 129.0 Neg y=-0.7014530+32.9994 x 0.971 2.07 0.93 0.1-5 16.4/31.4 0.9968 1.0068 0.0247 1
4 Gallic acid 4.4 168.8 79.0 Neg y=0.0547697+20.8152x 0.999 1.60 0.81 0.1-5 13.2/17.0 1.0010 0.9947 0.0112 1
5  Epigallocatechin 67 3048 219.0 Neg ¥ osonoser0.0dgaroax 0998 122 0.73 150 237.5/265.9 0.9969 10040 00184 3
6 Protocatechuic acid 6.8 152.8 108.0 Neg y=0.211373+12.8622x 0.957 1.43 0.76 0.1-5 21.9/38.6 0.9972 1.0055 0.0350 1
7 Catechin 7.4 288.8 203.1 Neg y=-0.00370053+0.431369x 0.999 2.14 1.08 0.2-10 55.0/78.0 1.0024 1.0045 0.0221 3
8 Gentisic acid 8.3 152.8 109.0 Neg y=-0.0238983+12.1494 x 0.997 1.81 1.22 0.1-5 18.5/28.2 0.9963 1.0077 0.0167 1
9 Chlorogenic acid 8.4 353.0 85.0 Neg y=0.289983+36.3926 % 0.995 2.15 1.52 0.1-5 13.1/17.6 1.0000 1.0023 0.0213 1
10 Protocatechuic aldehyde 8.5 137.2 92.0 Neg y=0.257085+25.4657 % 0.996 2.08 0.57 0.1-5 15.4/22.2 1.0002 0.9988 0.0396 1
11  Tannic acid 9.2 182.8 78.0 Neg y=0.0126307+26.9263% 0.999 2.40 1.16 0.05-2.5 15.3/22.7 0.9970 0.9950 0.0190 1
12 Epigallocatechin gallate 9.4 457.0 305.1 Neg y=-0.0380744+1.61233x% 0.999 1.30 0.63 0.2-10 61.0/86.0 0.9981 1.0079 0.0147 3
13  1,5-dicaffeoylquinic acid 9.8 515.0 191.0 Neg =-0.0164044+16.6535x 0.999 2.42 1.48 0.1-5 5.8/9.4 0.9983 0.9997 0.0306 1
14  4-OH Benzoic acid 10.5 137,2 65.0 Neg y=-0.0240747+5.06492x 0.999 1.24 0.97 0.2-10 68.4/88.1 1.0032 1.0068 0.0237 1
15 Epicatechin 11.6 289.0 203.0 Neg y=-0.0172078+0.0833424x  0.996 1.47 0.62 1-50 139.6/161.6  1.0013 1.0012 0.0221 3
16  Vanilic acid 11.8 166.8 108.0 Neg =-0.0480183+0.779564 x 0.999 1.92 0.76 1-50 141.9/164.9 1.0022 0.9998 0.0145 1
17  Caffeic acid 12.1 179.0 134.0 Neg y=0.120319+95.4610x 0.999 1.11 1.25 0.05-2.5 7.7/9.5 1.0015 1.0042 0.0152 1
18  Syringic acid 12.6 196.8 166.9 Neg y=-0.0458599+0.663948 x 0.998 1.18 1.09 1-50 82.3/104.5 1.0006 1.0072 0.0129 1
19  Vanillin 13.9 153.1 125.0 Poz y=0.00185898+20.7382 % 0.996 1.10 0.85 0.1-5 24.5/30.4 1.0009 0.9967 0.0122 1
20  Syringic aldehyde 14.6 181.0 1511 Neg y=-0.0128684+7.90153 % 0.999 251 0.77 0.4-20 19.7/28.0 1.0001 0.9964 0.0215 1
21 Daidzin 15.2 417.1 199.0 Poz y=9.45747+152.338% 0.996 2.25 1.32 0.05-2.5 7.0/9.5 0.9955 1.0017 0.0202 2
22  Epicatechin gallate 15,5 441.0 289.0 Neg y=-0.0142216+1.06768x 0.997 1.63 1.28 0.1-5 19.5/28.5 0.9984 0.9946 0.0229 3
23 Piceid 17.2  391.0 135/106.9 Poz y=0.00772525+25.4181 % 0.999 194 1.16 0.05-2.5 13.8/17.8 1.0042 0.9979 0.0199 1
24 p-Coumaric acid 17.8 163.0 93.0 Neg y=0.0249034+18.5180% 0.999 1.92 1.43 0.1-5 25.9/34.9 1.0049 1.0001 0.0194 1
25 Ferulic acid-D3-IS" 18.8 196.2 152.1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.0170 1
26 Ferulic acid 18.8 192.8 149.0 Neg y=-0.0735254+1.34476x 0.999 1.44 0.53 1-50 11.8/15.6 0.9951 0.9976 0.0181 1
27  Sinapic acid 189 2228 193.0 Neg y=-0.0929932+0.836324 x 0.999 1.45 0.52 0.2-10 65.2/82.3 1.0031 1.0037 0.0317 1
28 Coumarin 209 1469 103.1 Poz y=0.0633397+136.508% 0.999 211 1.54 0.05-2.5 214.2/247.3  0.9950 0.9958 0.0383 1

aR.T.: saklama slresi, °MI (m/z): Standart analitlerin molekuler iyonlari (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment iyonlar 9r2; Determinasyon katsayisi, *RSD: Bagil standart
sapma, LOD/LOQ (ug/L): Tespit/nicelendirme siniri, 9U (%): ylizde bagil belirsizlik at 95% giiven seviyesi (k = 2), "IS: Dahili standart, ‘Gr. No: Dahili standartlarin
gruplandiriimasini temsil eder, bu sayilar hangi IS'nin hangi fenolik bilesigi temsil ettigini gosterir.
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Tablo S2. LC-MS/MS yontemine ait analitik ydbntem dogrulama parametreleri (Devami)

0/ 0,
No Analytes RT® M.1. »  F.l.(m/z)° lon. Equation r2d RSDY% Ililgr?ggty LOD/I‘fOQ Recovery (%) 9 Gr.
(m/z) mode Interday  Intraday (1) (bg/L) Interday Intraday No
29  Salicylic acid 218 1372 65.0 Neg  y=0.239287+153.659% 0.999 1.48 1.18 0.05-2.5 6.0/8.3 0.9950 0.9998  0.0158 1
30  Cynaroside 237 4470 284.0 Neg  y=0.280246+6.13360% 0.997 156 1.12 0.05-2.5 12.1/16.0  1.0072 1.0002 00366 2
31 Miquelianin 241 4770 150.9 Neg  y=-0.00991585+5.50334x 0.999 1.31 0.95 0.15 10.6/14.7  0.9934 0.9965  0.0220 2
32 Rutin-D3-ISh 255 6122 304.1 Neg  N.A. NA.  NA. NA. NA. NA. N.A. N.A. NA 2
33 Rutin 256 608.9 301.0 Neg  y=-0.0771907+2.89868x  0.999 1.38 1.09 0.15 15.7/22.7  0.9977 1.0033 00247 2
34 isoquercitrin 256 4630 2710 Neg  y=-0.111120+4.10546x 0.998 2.13 0.78 0.15 8.7/135  1.0057 0.9963  0.0220 2
35  Hesperidin 258 6112 449.0 Poz  y=0.139055+13.2785x% 0.999 1.84 1.35 0.15 19.0/26.0  0.9967 1.0043 00335 2
36 g&%"”maf'c 26.1 162.8 93.0 Neg  y=0.00837193+11.2147x  0.999 2.11 1.46 0.1-5 31.8/40.4  1.0044 0.9986  0.0147 1
37 Genistin 263 431.0 239.0 Neg  y=1.65808+7.57459% 0.991 201 1.28 015 14.9/21.7  1.0062 1.0047 00083 2
38 Rosmarinicacid 26.6 359.0 197.0 Neg  y=-0.0117238+8.04377x  0.999 1.24 0.86 0.15 16.2/21.2  1.0056 1.0002 00130 1
39  Ellagic acid 276 3010 284.0 Neg  y=0.00877034+0.663741x 0.999 1.57 1.23 0.4-20 56.9/71.0  1.0005 1.0048 00364 1
40  Cosmosiin 28.2 4310 269.0 Neg  y=-0.708662+8.62498x 0.998 1.65 1.30 0.15 6.3/9.2 0.9940 0.9973  0.0083 2
41 Quercitrin 29.8 447.0 301.0 Neg  y=-0.00153274+3.20368x 0.999 2.24 1.16 0.15 4.8/6.4 0.9960 0.9978  0.0268 2
42 Astragalin 30.4 4470 255.0 Neg  y=0.00825333+3.51189x  0.999 2.08 172 0.15 6.6/8.2 0.9968 0.9957  0.0114 2
43 Nicotiflorin 306 5929 255.0/284.0 Neg  y=0.00499333+2.62351x  0.999 1.48 1.23 0.05-2.5 11.9/16.7  0.9954 1.0044 00108 2
44 Fisetin 306 2850 163.0 Neg  y=0.0365705+8.09472x  0.999 1.75 1.19 0.15 10.1/12.7  0.9980 1.0042 00231 3
45  Daidzein 340 2530 223.0 Neg  y=-0.0329252+6.23004x  0.999 2.18 173 0.15 9.8/11.6  0.9926 0.9963  0.0370 3
46 %‘,ﬂeme“”'m' 35.6 3040 2759 Neg  N.A. NA  NA. N.A. NA. N.A. N.A. N.A. NA. 3
47 Quercetin 35.7 3010 272.9 Neg  y=+0.00597342+3.39417x 0.999 1.89 1.38 0.15 15.5/19.0  0.9967 0.9971  0.0175 3
48  Naringenin 359 2709 119.0 Neg  y=-0.00393403+14.6424x 0.999 2.34 1.69 0.15 2.6/3.9 1.0062 1.0020 00392 3
49  Hesperetin 367 301.0 136.0/286.0 Neg  y=+0.0442350+6.07160x  0.999 2.47 2.13 0.15 7.1/9.1 0.9998 0.9963  0.0321 3
50  Luteolin 36.7 2848 151.0/1750 Neg  y=-0.0541723+30.7422x  0.999 1.67 1.28 0.05-2.5 2.6/4.1 0.9952 1.0029 00313 3
51  Genistein 36.9 269.0 1350 Neg  y=-0.00507501+12.1933x 0.999 1.48 1.19 0.05-2.5 3.7/5.3 1.0069 1.0012 00337 3
52 Kaempferol 379 2850 239.0 Neg  y=-0.00459557+3.13754x 0.999 1.49 1.26 0.05-2.5 10.2/15.4  0.9992 0.9990  0.0212 3
53 Apigenin 38.2 2688 151.0/149.0 Neg  y=0.119018+34.8730x 0.998 1.17 0.96 0.05-2.5 1.3/2.0 0.9985 1.0003 00178 3
54  Amentoflavone  39.7 537.0 417.0 Neg  y=0.727280+33.3658x 0.992 1.35 112 0.05-2.5 2.8/5.1 0.9991 1.0044 00340 3
55  Chrysin 405 2528 145.0/119.0 Neg y=-0.0777300+18.8873x  0.999 1.46 1.21 0.05-2.5 1.5/2.8 0.9922 1.0050 00323 3
56  Acacetin 40.7 2830 239.0 Neg  y=-0.559818+163.062x 0.997 1.67 1.28 0.02-1 1.5/2.5 0.9949 1.0011 00363 3

aR.T.: saklama slresi, °MI (m/z): Standart analitlerin molekuler iyonlari (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment iyonlar 9r2; Determinasyon katsayisi, *RSD: Bagil standart
sapma, LOD/LOQ (ug/L): Tespit/nicelendirme siniri, 9U (%): ylizde bagil belirsizlik at 95% giiven seviyesi (k = 2), "IS: Dahili standart, ‘Gr. No: Dahili standartlarin
gruplandiriimasini temsil eder, bu sayilar hangi IS'nin hangi fenolik bilesigi temsil ettigini gdsterir.
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