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ONSOZ

Linum cinsi diinyada 200’den fazla tiir igermekte olup, iilkemizde 43 tiir ile
temsil edilmektedir. Linum tiirleri, ariltetralin lignan, flavonolignanlar ve arilnaftalen

lignanlar gibi sekonder metabolit icerdikleri i¢in 6nem tasimaktadir.

Bu c¢alismanin konusu olan Linum arboreum L. diinya lizerinde yayilisi
kisithidir. Yunanistan’da Girit ve Karpathos adasinda, lilkemizde de sadece Datca

civarinda yetismektedir.

Linum arboreum’un herba ve tohumlarinda bulunan lignanlarin
(podofilotoksin ve pikropodofilotoksin) HPLC-DAD yontemi ile miktar tayini
yapilmustir. Ayrica Linum arboreum’un herba ve tohum ekstreleri ve farkli ¢oziiciiler
ile elde edilen fraksiyonlarinin toplam fenol ve toplam fenolik bilesikleri tayin
edilmistir. Biyoaktivite calismalarinda ise antioksidan (DPPH, alkalin DMSO
stiperoksit, nitrik oksit) antimikrobiyal ve sitotoksisite aktivitesi (HCT-116 kolon

kanseri hiicrelerine kars1) degerlendirilmistir.

Oncelikle bu ¢alismanin gergeklesmesinde yardimlart ile bana yol gosteren ve
ve bilgilerini benden esirgemeyen danisman hocama Prof. Dr. Belma Konuklugil’e

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Diinya tizerinde yaklasik 1 milyon bitki tiiriiniin yetistigi tahmin edilmektedir.
Bitkilerden yaklasik 20 bini halk arasinda tedavi igin kullanilmaktadir. Tiirkiye zengin
bir floraya sahip olup 3.700°1 endemik olmak tizere, 12000 bitki tiirii barindirmaktadir.
Diinyada ve Tiirkiye’de bitkiler gida, ilag, kozmetik olarak kullanilmaktadir (Daglar
ve Dagdeviren, 2018).

Tarih boyunca, geleneksel halk tibbinda birgok hastaligi tedavi etmek igin
yiiksek miktarda lignan iceren bitkiler kullanilmistir. Lignan iceren bitkiler, ingiltere,
Kore, Amerikan, Cin, Japon, Giiney Amerika ve Tibet gibi bircok farmakopede
belgelenmistir. Ayrica, geleneksel tip, modern ilag tedavilerinin takibinde kritik bir
ilham kaynagi olmustur ve kullanilan bir dizi ilacin baslangic maddesi olarak
degerlendirilmistir. Ornegin, lignanlar terapétik ajanlarin gelisimi igin bir baslangic

noktasi saglayan onemli bir bilesik sinifi olusturur (Simpson ve ark., 2017).

Dogal iirlinlerden ilag kesfi 1940’lardan beri devam etmektedir. Bilim
adamlarimin bir kismi, dogal {iriin kimyasinda yeni ve aktif bilesik/ler bulmak i¢in
calisgirken, organik kimyacilar bu bilesiklerin sentezi ve stereo-kimyasini
aragtirmaktadirlar. 2013 yilina kadar, 1453 kimyasal yap1 FDA tarafindan onaylanmus,
bu bilesiklerin, yaklasik %40°1 dogal iiriin veya dogal iiriin tiirevlerinden olusmaktadir.
Yeni stratejiler ve teknolojilerle, yilda 10000'den fazla yeni sekonder metabolitin
yapist aydinlatmakta olup bunlarin %251 biyolojik olarak aktif bilesikler
olusturmaktadir (Kinch ve ark., 2014).

Bu dogal kaynaklarin ve bunlarin izole edilmis bilesenlerinin ¢ok sayida
olmas1 ve bunlarin antikanser, antioksidan, immiinomodiilator, antimikrobiyal ve anti-
enflamatuar gibi 6nemli biyoaktiviteler gostermeleri bu konuya olan ilgiyi arttirmis

olup, giintimiizde de bu ilgi devam etmektedir.



1.1. Linaceae Familyasi ve Ozellikleri

Linaceae familyas1 yillik bir bitki tiiriidiir ve diinyadaki en eski lifli bitkilerden
biridir (5000 M.0O). Bu familya 13 cins ve 250- 300 tiir igermektedir. Bir yillik veya
cok yillik otsu, nadiren odunsu ve lifli bitkileri i¢cermektedir. Tropik ve 1liman
bolgelerde dagilim gostermektedir. Yapraklar genellikle alternan veya nadiren opozit
diziliste, basit ve tam kenarlidir. Cicekleri, erdisi, aktinomorf, sepaller 4-5 adet,
serbest; petaller 4-5 adettir. Cigekler tek basmadir veya simoz ¢icek durumu
seklindedir. Stamenleri, 4-5 tanedir ve degismekle beraber genellikle, kiiciik
staminotlarla beraber, altta birlesmis olarak bulunurlar. Ovaryumu iist durumlu, 3-5
karpelden olusmustur. Plasentalanmasi eksenseldir. Stilus, 3-5. Meyva 8 veya 10
tohumlu bir kapsiildiir. Tirkiye Florasina gore iki cinsi bulunmaktadir;
birincisi  ¢igekleri 5 pargali, sepalleri tam, tohumlar1 yass1 ise Linum,
ikinci ise cigekleri 4 pargali, sepalleri ii¢ parcaya yarilmig, tohumlari yumurta
seklinde ise Radiola, cinsidir (Davis 1966, Sambamurty 2005, Yildirim 1995)

1.2.  Linum Cinsi ve Ozellikleri

Linum cinsi Linaceae familyasina ait olup, toplam 230 tiir (toplam 5 seksiyon:
Syllinum, Cathartolinum, Dasylinum, Linum and Linastrum) icermektedir (Pilkington,
2018; Yildirim, 1995). Linum cinsi, otsu veya kiigiik ¢ali seklindeki bitkilerden

olusmaktadir.

Yapraklar1 tam, basit, alternan veya nadiren opozit dizilislidir. Cicekler tek
basmadir veya simoz ¢icek durumu seklindedir. Sepalleri 5, tam, kalici; petalleri 5
serbest veya tirnaklariyla birlesik, ¢cabuk diisiictidiirler. Korolla 5 petalli, serbest veya
tabanda az ¢ok bilesik, beyaz, pembe, eflatun, mavi ve sar1 renklerde, uzun veya kisa,
erken dokiiliir ve dayaniksizdir. Ovaryumu iist durumludur, 5 karpelli ve 5 gozliidiir;
herbir gézde iki tohum bulunur. Stamenler 5, filamentler tabanda birlesmis ve

degisken olarak 5 kii¢lik staminot bulunmaktadir.



Meyva septisit kapsiildiir. Kapsiil 5 karpelden olusmus, genellikle agilan tarzda
ve kisa bir gaga tasimaktadir, her bir hiicre ikinci bir perde vasitasiyla bolinmistiir.

Tohumlar 10 adet, ovat, parlak ve yassidir (Davis, 1966; Baytop, 1996).

Linum cinsi Balkanlar ve Anadolu’da bulunan bir cinstir. Kuzey ve Glineybati
Amerika’da da yaygin olarak bulunmaktadir. Cok yillik tiirlerde, bitki tabani
genellikle bitkinin taninmasina yardimer taksanomik karakterlere sahiptir (odunsu
olmasi veya olmamasi, ¢igeklenme zamaninda verimsiz silirglinlerin varhigi ya da
yoklugu, ¢icek tasiyan govdenin tabaninda kalici rozetin bulunusu veya bulunmayisi

gibi (Seksiyon Syllinum’daki gibi)) (Davis, 1966).

1.3.  Tiirkiye’de Yetisen Linum Tiirleri:

Tiirkiye’de yetisen Linum tiirleri 5 seksiyon altinda incelenmektedir. Toplam 43 tiir

yetismektedir ve bunun 16 tanesi endemiktir.

A. Syllinum seksiyonu:
Linum arboreum L.
Linum pamphylicum (Boiss.) Podp. (endemik)
Linum boissieri Aschers. & Sint. ex Boiss. (endemik)
Linum tauricum Willd. subsp. Bosphori Davis (endemik)
Linum cariense Boiss (endemik)
Linum mucronatum Bertol.
Linum flavum L.
Linum ciliatum Hayek (endemik)
Linum triflorum Davis (endemik)
. Linum nodiflorum L.
. Linum gyaricum Vierh.
. Linum persicum Boiss.
. Linum aretioides Boiss. (endemik)
. Linum maritimum L.
. Linum kaynakiae Yilmaz (endemik)
. Linum vuralianum Yilmaz & Kaynak (endemik)
. Linum vanense Azn. (endemik)
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B. Linastrum Seksiyonu:
18. Linum corymbulosum Reichb.
19. Linum trigynum L.



20. Linum strictum L.
21. Linum annotinum K. Koch (endemik)?

C. Dasylinum Seksiyonu:

22. Linum olympicum Boiss. (endemik)
23. Linum hirsutum L.

24. Linum unguiculatum Davis (endemik)
25. Linum densiflorum Davis

26. Linum hypericifolium Salisb.

27. Linum pubescens Banks & Sol.

28. Linum anisocalyx Davis (endemik)
29. Linum seljukorum Davis

D. Linum Seksiyonu:

30. Linum nervosum Waldst. & Kit.

31. Linum aronium Boiss. & Orph.

32. Linum tmoleum Boiss. (endemik)

33. Linum tenuifolium L.

34. Linum virgultorum Boiss. & Heldr.
35. Linum meletonis hand, -Mazz.

36. Linum pycnophyllum Boiss. & Heldr.
37. Linum obtusatum (Boiss.) Stapf (endemik).
38. Linum empetrifolium (Boiss.) Davis
39. Linum austriacum L.

40. Linum peyronii Post

41. Linum bienne Miller

42. Linum usitatissimum L.

E. Cathartolinum Seksiyonu:
43. Linum catharticum L. (Davis, 1966; Giiner ve ark, 2000)
44. Linum vanense Azn. (endemik)

1.4. Linum arboreum L.

Bir metreye ulasabilen tiiysiiz ¢alidir. Cigek sap1 7-12 cm, terminal veya yanal;
tabandaki rozet yapraklar obovat seklinde, saplar1 kisa, 20-35*13-15 mm. Govde
yapraklar, ters yumurtamsi- dikdortgensi. 10 ve daha fazla cicekli, sepal ters
yumurtamsi- mizraksi, 7-8 mm. petaller sar1, 15-18 mm. Kapsiiller 5-6 mm. Kayalik
alanlarda ve ugurumlarda bulunmaktadir. Yunanistan’da Girit ve Karpathos adasinda,
Tiirkiye’de sadece Dat¢a (Mugla) civarinda yetismektedir (Davis 1966) (Sekil 1.1).



Bitkinin Sistematikteki Yeri

Bo6liim : Spermatophyta

Alt Bolim . Angiospermae

Siif : Dicotyledonae

Alt Siif : Dialypetalae

Takim : Geraniales

Familya : Linaceae

Cins > Linum

Tiir : Linum arboreum L., (Davis, 1966; Baytop, 1996).

Sekil 1.1. Linum arboreum L. dogadaki resmi- Mugla (Datca)(Zaher Sultan)

1.5. Lignanlar

Aragtirmalara gore Linum cinsi lignan agisindan zengin bir bitki cinsidir.
Lignanlar reverz transkriptaz inhibisyonu (transcriptase reverse inhibition), HIV
aktivitesi, kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri, antileishmaniasis 06zellikleri,
hipoglisemik aktiviteler, 5-lipoksijenaz inhibisyonu, antifungal, antiromatizmal,

antipsoriasis, antimalaryal ve antiastmatik gibi O6nemli farmakolojik ozelliklere



sahiptir (Alejandre-Garcia ve ark., 2015). Ancak, sitotoksik ve antitiimoral aktiviteleri

biiyiik ilgi gekmektedir.

Lignanlar, bitkilerde iki fenilpropanoid {nitesinin B-f° baglantisiyla ve
oksidatif dimerizasyonu ile peroksidazlar ve laktaz enzimleri yardim ile sentezlenir
ve 8 gruba ayrilir: Lignanlar molekiiler yapilarina gore cesitli kategorilere
ayrilmaktadir: Furofuran, furan, dibenzilbutan, dibenzilbutirolakton, ariltetralin,
arilnaftalen, dibenzosiklooktadien ve dibenzilbutirolaktol (Umezawa, 2003) (Hazar ve

ark., 2016). Sekil 1.2’de lignanlarin ana yapilari verilmistir.

Neolignanlar B-p> bagi igermeyen lignan grubu olup, fenilpropan iiniteleri
arasindaki baglantinin konumuna gore 15 alt gruba ayrilmaktadir. En 6nemlileri
benzofuran, 1,4-benzodioksan, alkil aril eter, bifenil, siklobutan, 8-1'-bisiklo [3.2.1]
oktan, 8-3'-bisiklo [3.2.1]oktan ve bifenil eterdir.

Avrilnaftalen Ariltetralin Dibenzylbutan

Tetrahidrofuran Furo[3,2-b]furan Dibenzilbutirolakton

Sekil 1.2. Lignanlarin ana yapilart.

Giliniimiize kadar yapilan kimyasal ¢aligmalarla Linum tiirlerinden lipitler,

proteinler, flavonoitler, antosiyanozitler, fenolik asitler, pektin, miisilaj, siyanogenetik



heterozitler, steroller ve enzimler gibi farkli bilesikler izole edilmistir. Linum cinsine
ait en yaygn tiir L. usitatissimum (Keten) iizerinde bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Bu
tiir yag, lif, lignan bakimindan zengin bir tiirdiir. Kayitlara gére keten’in 8000 y1l 6nce
Dicle ve Firat vadileri i¢inde Verimli Hilal olarak adlandirilan boélgede ekimi
yapilmistir (Vassao ve ark., 2010). L. usitatissimum tiirtinden antosiyanlar (delfinidin
-3-glukozit, delfidin -3-rutinozit, delfinidin-3-diglukozit, delfinidin-3-triglukozit,
delfinidin-  3-glukozilrutinozit), flavonoitler (orientin, viteksin, izoorientin,
izoviteksin), fenil propanoit (linusitamarin, linosinnamarin, kafeoilkinik asit),
lignanlar (sekoizolarisirezinol diglukozit, pinorezinoldiglukozit), lipitler (linoleik asit,
linolenik asit, oleik asit), miisilaj, protein (linin, konlinin), peptit (siklolinopeptit
A/B/C/D/E/FIG/HN), steroller (kolesterol, sitosterol, kampesterol, stigmasterol, A5-
avenasterol, sikloartenol, 24- metilensikloartanol) ve enzim (linustatinaz, linamaraz)
izole edilmistir (Konuklugil ve Bahadir, 2004).

Lignanlar, 70'den fazla bitki familyasinda ve bu familyaya ait bitkilerin
koklerinde, yapraklarinda, tohumlarinda ve ¢igeklerinde tespit edilmistir. Linum cinsi
Syllinum, Cathartolinum, Dasylinum, Linum and Linastrum toplam 5 seksiyonda
siiflandirilmaktadir (Pilkington, 2018).

1.6.  Ariltetralin Lakton Lignan

70 farkli familyada 200'den fazla lignan tespit edilmistir. Ancak ariltetralin
grubu sadece birkag¢ familya da bulunmaktadir. Ariltetralin lakton lignanlar, dogal
bilesikler arasinda 6nemli bir konuma sahip olup, Sinopodophyllum, Podophyllum,
Dysosma, Diphylleia (Berberidaceae), Bursera (Burseraceae), Libocedrus
(Cupressaceae), Linum (Linaceae) bulunmaktadir. Ariltetralin grup lignanlar Linaceae
familyasinda Seksiyon Syllinum’da tespit edilmistir (Sun ve ark., 2015; Konuklugil,
1995).



1.7.  Podofilotoksin (Podophyllotoxin) (PTOX)

[lk defa Podwyssotzki tarafindan 1880 yilinda Amerika da yetisen
Podophyllum peltatum tiiriinden elde edilmistir. PTOX insan sagligi i¢in en énemli
ariltetralin  lignandir. Sitotoksik ve antiviral aktiviteleri bulunmaktadir. Insan
papilloma virlisiiniin neden oldugu genital sigiller (Condylomata acuminata)
tedavisinde kullanilir. PTOX, akciger karsinomu ve malign lenfoma (non-Hodgkin’s),
I6semi ve testis kanserlerinin tedavisinde kullanilan etopofoz (etopophos), etoposit
(etoposide) ve teniposit (teniposide) gibi kemoterapétik ajanlarin yari-sentezi igin
baslangi¢ maddesidir (Botta ve ark., 2001; Federolf ve ark., 2007).

Podofilotoksin’den hareketle yar1 sentez yoluyla elde edilmekte olan bu bilesiklerin
total sentezleri ekonomik agidan uygun degildir. Podofilotoksin, Podophyllum
tirlerinden; P. hexandrum ve P. peltatum’dan elde edilmektedir. (Petersen ve
Alfermann, 2001). P. hexandrum rizomlar1 podofilotoksin acisindan en zengin
kaynaklar olmasia karsin, bitki bu etken maddeyi 5-7 yil arasinda iiretmektedir.
Ayrica dogadan ticari amagla asirt miktarda toplanmalart nedeniyle Podophyllum
tirleri tehlike altindadir (Molog ve ark., 2001; Arroo ve ark., 2002).

Podofilotoksin eldesi i¢in bu nedenlerden dolayi alternatif kaynaklar diisiiniilmiis ve
farkli cinslere ait bitkiler arastirilmistir (Arroo ve ark., 2002). Linum tiirlerinde
podofilotoksin grubu lignanlarin bulunmasi sonucu arastirmalar bu tiirlere 6zellikle de
Syllinum seksiyonuna yonelmistir (Molog ve ark., 2001; Petersen ve Alfermann,
2001).

PTOX bir tubulin polimerizasyon inhibitorii olmasina ragmen, etopozit ve tenipozit
DNA topoizomeraz Il inhibitdrleri olarak sitotoksik etki gostermektedir (Newman ve
ark., 2015). Ayrica PTOX, bazi insan papilloma viriisleri (HPV) ve sigillere karst
topikal tedavide kullanilmaktadir. Bu bilesigin miishil ve antiromatik gibi etkileri de
bilinmektedir (Theobald Jr ve ark., 2016).
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Sekil 1.3. Podofilotoksin ve ondan yar1 sentez yoluyla elde edilen kemoterapotik
ajanlar (Gordaliza ve ark. 2004; Lau ve ark. 2015).

1.8. Podofilotoksin Biyosentezi

Fenilalanin, sinnamik asiti vermek tizere fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) ile
deamine edilir. Daha sonra sinnamik asit 4-hidroksilaz (CsH) yardim ile
hidroksilasyon gerceklesip, p-kumarik asit elde edilir. Birka¢ adim sonra, koniferil
alkol, sinnamil alkol-dehidrojenaz ile olusturulur (CAD). iki koniferil alkol birleserek
pinoresinol meydana gelmektedir. Pinoresinol’iin iki enantiyomeri bulunmaktadir,
(+)-pinoresinol, 6nce rediiklenerek daha sonra oksitlenerek (—)-matairesinol ve bunu
takiben (—)-matairesinol oksitlenerek, deoksipodofilotoksin meydana gelmektedir.
Deoksipodofilotoksin, PTOX’nin 6ncii maddesidir (Renouard ve ark., 2018; Federolf
vd., 2007; Gordaliza ve ark. 2004; Lau ve ark. 2015). (Sekil 1.4).



Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu Cupressaceae, Lamiaceae, Linaceae,
Podophyllaceae ve Polygalaceae gibi bircok alternatif kaynak PTOX igin
tamimlanmistir. Bunlara ragmen hala Linum tiirleri PTOX igin 6nemli bir kaynak
olarak kabul edilmektedir (Bhattacharyya ve ark., 2012; Renouard ve ark., 2018).
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Sekil 1.4. Podofilotoksin’in biyosentezi (Gordaliza ve ark. 2004; LAU ve ark. 2015).
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1.9. L. arboreum cinsine Ait Sekonder Metabolit

Literatiir taramasina gore tez konusu olan L. arboreum L., i¢in sadece birkag
¢alisma bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, L. arboreum herbasinda B-
peltatin, B-glukoz ve heksoz bagili 6-metoksipodofilotoksin HPLC-ESI/MS-MS-
UV/DAD yardimiyla tespit edilmistir (Schmidt ve ark., 2010). Bir baska ¢alismada,
bu bitkinin metanollii ekstresinin, sulu ekstreye gore daha yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigi tespit edilmistir. (Coban ve Konuklugil, 2005).

1.10. Bitkilerin Antioksidan Aktiviteleri

Oksidatif stres, cok sayida kronik hastaligin 6nemli bir risk faktoriidiir. Serbest
radikaller ve diger aktif oksijen tiirleri, astim, diyabet, kanser, parkinson ve alzheimer

gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynayan ajanlar olarak kabul edilir.

Antioksidan Ozelligi tasiyan bilesikler, oksidatif hasar1 geciktiren veya engelleyen
herhangi bir madde olarak tanimlanmaktadir. Biyolojik sistemde, reaktif oksijen tiirleri
ve reaktif azot tiirleri (sliperoksit, hidroksil ve nitrik oksit radikalleri), DNA'ya zarar

verebilir ve hiicrelerde lipid ve proteinlerin oksidasyonuna neden olabilmektedir.

Normal hiicresel aktiviteler i¢in, liretilen reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma
mekanizmas: arasindaki denge ¢ok 6nemlidir. Bu denge bozuldugu zaman oksidatif

stres ortaya ¢ikar.

Antioksidan bilesigin temel 06zelligi serbest radikalleri yakalayabilmesidir.
Fitokimyasallar (sekonder metabolitler: Tanen, fenol, alkaloit ve flavonoitler), bitki
kokenli biyoaktif kimyasallardir. Antioksidan sekonder metabolitler bitkilerin tiim
kisimlarinda (kok, c¢igek, herba, tohum, vd.) sentezlenmektedir. Fenolik asitler,
polifenoller ve flavonoitler, peroksit, hidroperoksit veya lipit peroksit gibi serbest
radikalleri etkisiz hale getirip bdylece dejeneratif hastaliklara yol agan oksidatif

mekanizmalar1 inhibe etmektedir. Bitkiler antik ¢aglardan beri iyi antioksidan olarak
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kabul edilmektedir (Khan ve ark., 2019; Mahdi-Pour ve ark., 2012; Rahal ve Ark. 2014;
Xu ve ark., 2017).

1.11. Dogal Antikanser Bilesikler

Dogal ilaglar, yiizyillarca farkli kiiltiirlerde geleneksel tip sistemlerinin
temelini olusturmaktadir. Kanserin 6nlenmesi veya tedavisinde kullanilan ¢ok sayida
bitki bulunmaktadir. Ayrica, bu bitkilerden elde edilen ve kanser tedavisinde
kullanilan ilag listesi Cizelge 1.1°de gosterilmektedir (Zyad ve ark., 2018).

Kanser tedavisinde, antitiimdr-aktif bilesiklerin yaklasik %60'min bitkilerden ve diger
dogal kaynaklardan elde edildigi bilinmektedir. Sitotoksisite caligmalari, bitki
ekstreleri veya bitkilerden izole edilen sekonder metabolit bilesiklerin potansiyel

toksisitesinin belirlenmesinde yararli bir ilk adimdir.

Dogal bilesiklerin hiicresel proliferasyonu diizenlenmesindeki rolii, 50 yildan uzun
stiredir bilinmektedir, ancak bu bilesiklerin hiicre 6liimiiniin fizyolojik ve farmakolojik
olarak etkilemesi son yillarda 6nem kazanmistir. Dogal bilesiklerin, kanserin

gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynayan kritik yolaklar tizerinde etkileri agiklanmigtir
(Lombardi ve ark., 2017).
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Cizelge 1.1. Bitkilerden elde edilen antikanser ilaglar (Amin A ve ark. 2009)

Vinkristin - Akut lenfositik, akut miyeloid 16semi, kiigiik hiicre akciger kanseri
Hodgkin lenfoma ve néroblastoma

Vinblastin  Kii¢ilk olmaya hiicre akgiger kanseri, mesane kanseri, beyin
kanseri, testikiil kanserleri, melanoma ve Hodgkin lemfoma,

Paklitaksel Meme kanseri, yamurtalik kanseri, akciger kanseri, boyun kanseri,
rahim agiz1 kanseri, kaposi sarkomu ve pankreas kanseri.

Dosetaksel Meme kanseri, bas ve boyun kanseri, mide kanseri, prostat kanseri
ve kii¢iik olmayan hiicre akgiger kanseri.

Topotekan  Yumurtalik ve akciger kanseri

Irinotekan  Kolorektal kanseri, kiigiik hiicre akciger kanseri ve rahim agizi

kanseri.

Bu ilaglarin  kanser hiicrelerine etki mekanizmalar1  ¢ogunlukla
bilinmemektedir. Kanser 6nlenmesinde ve tedavisinde oksidatif stres rolii agiktir ve
cogu bitki iyi bir antioksidan kaynagidir. Dogal bilesikler, mikrotiibiilere baglanma,
topoizomeraz inhibisyonu, DNA'ya baglanma, hiicre dongiisii durdurma ve apoptoza
neden olarak antikanser etki gostermektedir (Lichota ve ark., 2018; Bahmani ve ark.,
2017).

1.12. Bitkilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Cok ilaca direngli suslarin sayis1 gittikge artmaktadir boylece antibiyotiklere
duyarlilig1 azalmis suslarin sayisi gittikge artmaktadir. Ayrica, sentetik ilaglar sadece
pahal1 ve yetersiz degil, ayn1 zamanda yan etkilerinden dolay1 da risklidir. Bu nedenle,
mikrobiyal enfeksiyonlari kontrol altina almak i¢in yeni antimikrobiyal ajanlara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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Bitkilerin antimikrobiyal oOzellikleri iizerinde caligmalar 1900’li yillardan
itibaren arastiritlmaya baglamistir. Sonug olarak antimikrobiyal etkili bitkiler, hem
ilaglara alternatif bir kaynak olarak hemde ila¢ direngliligini indirgeyebilmek igin
antibiyotikler ile birlikte kullanilmas1 6nerilmistir. Bazi bitki tiirlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri genis c¢apta arastirilmistir. Bitkiler, mikroorganizmalarin i¢ pH’s1 ve
membran  yapilarint  degistirerek  antimikrobiyal aktivite  gostermektedir.
Antimikrobiyal oOzelliklere sahip bitki ekstreleri ve fitokimyasallarin kullanima,
tedavide biiylik 6nem tasimaktadir. Son birka¢ yilda, bu yonde bir¢cok c¢alisma
yapilmistir (Gonelimali ve ark., 2018; Dabur ve ark., 2007).

Linum L., diinyada 100’den fazla tiir igeren, Linaceae familyasinin en genis
cinsidir. Anadolu ve Balkanlar’da yaygin olarak yetismektedir. Ulkemizde 43 tiir ile
temsil edilmektedir. Linum tiirlerinden pek ¢ok etken madde grubu izole edilmistir. Bu
etken madde gruplar i¢inde ariltetralin grup lignanlar tasidiklar1 ekonomik dnem
nedeni ile arastirmacilarin ilgisi gekmistir ve giintimiizde de bu ilgi devam etmektedir.
Ariltetralin grup lignanlar i¢inde, podofilotoksin bugiin kanser tedavisinde kullanilan
etopofoz (etopophos), etoposit (etoposide) ve teniposit (teniposide)din baslangig
maddesidir.  Podofilotoksinin dogadan toplanan Podophyllum tiirlerinden elde
edilmesi ve bu tiirlerin tehlike altinda olmasi nedeni ile aragtirmacilar yeni kaynaklar
aramistir. Calismalar sirasinda Linum tiirlerinde bu etken maddenin ve bunun 6
metoksi (6 MPTOX) tiirevinin bulunmasi Linum tiirlerine olan ilgiyi arttirmistir. Bu
etken madde Podofilotoksin ile ayni etkiye sahiptir ve Linum cinsinde Syllinum
seksiyonunda tespit edilmistir. Tez konusu olarak segilen L. arboreum,
yurdumuzda Datga (Mugla) bolgesinde yetismekte olan bir tiirdiir. Bu tiir ile yapilan
caligsmalarin az olmasi nedeni L. arboreum L., bitkisinin ariltetralin grubu ve diger
grup lignan bilesiklerini tasiylp tasimadiini tespit etmek i¢in bu ¢alisma

planlanmastir.

15



2. GEREC VE YONTEM

2.1.  Bitkinin Toplanmasi

Bu calismada Linum arboreum L. Dat¢a-Marmaris’ten (40 Km) 2010 yilinda
Nisan ayinda ¢igek agma zamaninda toplanmustir (Sekil 1.1). Bitki uygun bir sekilde
laboratuvara nakledilip, herba ve tohum olarak iki kisma ayrilmistir. Herbaryum igin
secilen Ornekler preslenip kurutulduktan sonra teshis edilerek (Prof. Dr. Mehmet
Koyuncu) Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda AEF28887 nolu

altinda muhafaza edilmektedir.

2.2. Ekstre Hazirlanmasi

L. arboreum herba ve tohumlar1 ayr1 ayr1 metanol ile maserasyon yontemi ile
ekstre edilmistir. Elde edilen metanollii ekstre algak basing altinda rotavaporda

yogunlastirilmistir. Ekstreler 4°C de saklanmistir (Javidnia ve ark., 2005).

2.3.  Sivi-Siv1 Ekstraksiyon

Sivi-sivi ekstraksiyon i¢in kuru metanollii ekstre (herba ve tohum) %70
metanol:su da ¢6ziiliip ayrima hunisine aktarilmistir, sira ile hekzan, kloroform ve etil
asetat ile fraksiyonlanmistir. Boylece, 4 farkli fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar

alcak basing altinda yogunlastirilmistir (Sekil 2.1).
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L. arboreum

Herba / Tohum

MeOH Maserasyon

L. arboreum
%70 MeOH ham ekstre

Ct‘)zglt.i_s!.nde Sivi-Sivi
gozulur Ekstraksiyon

Kloroform Hekzan Etil asetat Kalan Su
Fraksiyonu Fraksiyonu Fraksiyonu Fraksiyonu

Sekil 2.1. Ekstraksiyon ve fraksiyonlama semasi

2.4.  Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu Yéntemi)

Bitkilerde toplam fenolik madde miktarini tayin etmek i¢in Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde once gallik ait i¢in kalibrasyon egrisi elde
edilmelidir. Gallik asitin stok ¢ozeltisi i¢in, 0,02 g gallik asit 10 mL etanolde
coziilerek, distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Stok c¢ozeltiden degisik
konsantrasyonlarda hazirlanip ve Folin-Ciocalteu yontemi ile degerleri hesaplanmustir.
Her bir konsantrasyon igin ii¢ tekrar yapilmistir ve 765 nm’de absorbanslari
Olclilmiistir. Gallik asit kalibrasyon grafigi konsantrasyonuna karst absorbans
degerlerini kullanarak elde edilmistir. Sonuclar pg gallik asit esdeger/mg ekstre olarak

ifade edilmistir.

Omneklerin toplam fenol bilesiklerini elde etmek igin 20 pL, 20 mg/10mL
konsantrasyonda ornek iizerine, 1.58 mL deiyonize su ve 100 pL Folin Ciocalteu
reaktifi ilave edilip karistirilmistir. Karigim tizerine 300 pL %2 sodyum karbonat ilave
edilip 30 dakika 40 °C bekletilmistir. Karigimin absorbanst 765 nm’de kore karsi

Olclilmiis ve her konsantrasyon i¢in {i¢ tekrar yapilmistir (Singleton ve ark., 1965).
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2.5. Toplam Flavonoit iceriginin Belirlenmesi

Bitkilerde toplam flavonoit miktar tayini i¢in aliminyum kloriir kolorimetrik
metodu kullanilmaktadir. Bu yontemde, AlCl3 ’iin flavonlar ve flavonoitlerin C-4 keto
grubu ve C-3 veya C-5 hidroksil gruplari ile ve flavonoitlerin A- veya B- halkalarinin
orto-dihidroksil gruplari ile kompleks olusturup ve ¢ozeltide renk degisimine sebep
olmaktadir. Bu yontemde bitkilerde bulunan toplam flavonoit miktar1 kersetine

esdeger olarak hesaplanmaktadir.

Kersetin kalibrasyon egrisi igin kersetin ¢ozeltisini farkli konsantrasyonlarda
hazirlanip ve egri elde edilmistir. 250 puL, 50 mg/10 mL konsantrasyondaki ekstre,
1250 mL distile su ve 75 pL %5 NaNO: ilave edilip iyice karistirilmistir. Sonra 150
uL %10 AICIz ve 500 uL NaOH (1M) ilave edilmis 3 mL su ile tamamlanmstir. 20
dakika bekletilmis ve absorbansi 510 nm’de Sl¢iilmiistiir. Her konsantrasyon igin 3
tekrar yapilmistir. Kersetin kullanilarak hazirlanan standart Ol¢li egrisine gore
orneklerdeki flavonoit miktar1 kersetine esdeger olarak hesaplanmistir (Bag ve ark.,

2015). Sonuglar pg kersetin esdeger/mg ekstre olarak ifade edilmistir.

2.6. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Serbest radikal siipiiriicii aktivite 2,2-difenil-1-pikrihidrazil (2,2-diphenyl-1-
picryl hydrazyl) (DPPH) kullanilarak yapilmustir. 10 farkli konsantrasyon 20000 ile 39
ng/mL arasinda fraksiyonlar ve ekstreler (50 uL) 96’lik-eliza plate kuyucuklarina
eklenmistir. Daha sonra her kuyucugun itizerine 150 pL taze hazirlanmig DPPH (0,1
mM) ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Otuz dakika 37°C ve karanlikta inkiibe edildikten
sonra Dimetil siilfoksit (DMSO) ile olusan kore karst 517 nm’de absorbanslari
kaydedilmis ve kontrol olarak, DMSO ve DPPH ¢ozeltisi kullanilmistir. Azalan
absorbans geriye kalan DPPH c¢ozeltisi miktarin1 yani serbest radikal siiptiriicii
aktivitesini vermistir (Shirwaikar ve ark., 2006). Referans madde olarak kersitin

kullanilmistir. Deney {i¢ tekrar yapilmastir.

18



2.7.  Alkalin DMSO Yontemiyle Siiperoksit Radikal Siipiiriicii Aktivitesinin
Tayini (SO)

Alkalin DMSO yontemi deney ortaminda, DMSO (Dimetil siilfoksit)
tarafindan olusturulan siiperoksit radikali, NBT (Nitroblue tetrazolium) ile renkli
diformazan bilesigi olusturmasina dayanmaktadir. Bu yontemde 1 mL alkalin DMSO
(0,9 mL DMSO + 0,1 mL 5 mM NaOH) iizerine 0.1 mL NBT (1mg/mL) ve 0,3 mL
farkli konsantrasyonda (20000 ile 39 png/mL) fraksiyonlar ve ekstreler ilave edilmistir
ve son hacmin 1,4 mL olmasma dikkat edilerek 560 nm’de absorbans ol¢iilmustiir
(Senthil Kumar ve ark., 2012). Referans madde olarak kersitin kullanilmistir. Deney

ti¢ tekrar yapilmistir.

2.8.  Nitrik Oksit Radikal Siipiiriicii Aktivitesinin Tayini (NO)

Her fraksiyondan 10 farkli konsantrasyon 20000 ile 39 pg/mL arasinda
fraksiyonlar ve ekstreler 60 uL 96'lik plaklara konulmustur. Ekstrelerin {izerine 60 pL
sodium nitroprusside/ sodyum nitroprusit (10 mM) ilave edilmistir ve 25°C de 150
dakika bekletilmistir. Daha sonra {izerine 120 uL Griess reaktifi (%! siilfanilamit,
%0,1 naftiletilen diamin dihidroklorit, %2,5 H3POs) eklenmistir ve 577 nm’de
absorbans Olg¢iilmistir (Harput ve ark., 2011). Referans madde olarak kersitin

kullanilmistir. Deney li¢ tekrar yapilmistir.

Antioksidan sonuglar1 asagidaki denkleme gore hesaplanip ve degerler 1Cso

olarak verilmistir.

(Absorbans kontrol—-Absorbans 6rnek)

x 100

%Inhibisyon = [

Absorbans kontrol
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2.9.  Sitotoksisite Aktivitesi (MTT testi)

HCT 116 kolon kanseri hiicreleri (20.000 hiicre/kuyu) 96'lik plaklarda kuyu
basina 20.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra 1-40
ug/mL konsantrasyon araliginda ekstreler uygulanmis ve 72 saat sonra, final
konsantrasyonu 5mg/mL MTT olacak sekilde soliisyonu RPMI 1640 besi yerinde
¢ozlilmiistlir. Hiicrelerin lizerindeki besi yeri atilmis ve 96'lik plakta her kuyuya 20 pL
MTT ¢ozeltisi ve 100 pL besiyeri eklenerek 37°C'de %5 COz2 igeren inkiibatérde 4
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerindeki besiyeri MTT
karigimi atilmis ve canli hiicrelerde olusan formazan kristallerinin 100 uL DMSO
eklenerek  ¢oziinmesi  saglanmistir.  Birka¢ dakika i¢inde 550 nm'de
spektrofotometrede absorbans Ol¢limii yapilip, kontrol grubundaki hiicreler %100
canli kabul edilmistir (Mosmann, 1983). Referans olarak kamptotesin kullanilmistir.
ICs0 degerleri GraphPad Prism 7.0 yazilimi (GraphPad Software, ABD) kullanilarak

hesaplanmustir.

2.10. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal duyarlilik testi, modifiye mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
bakteriler igin EUSCAST Mueller-Hinton Broth (MHB) metotu ve mayalar igin de
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) metotu kullanilmistir. Kapali mikroplakalar
nemli ortamda 35 °C’ de bakteriler i¢in 24 saat, mayalar i¢in 48 saat inkiibe edilmistir.
Ekstrenin mikroorganizmanin makroskobik biiylimesini tamamen inhibe ettigi en
diisiik konsantrasyon minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak kabul edilmistir
(MIC). Bu test i¢in Escherichia coli (ATCC 25922), Enterocccous faecalis (ATCC
29212), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) ve Candida albicans (ATCC 14053), Candida krusei (ATCC 6258)
kullanilmigtir (ISO 20776-1, 2006; EUCAST reading guides, 2019).
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2.11. HPLC Analizleri

Tim fraksiyonlar i¢in HPLC 6rnegi hazirlanmistir. Bunun igin, her bir
fraksiyondan stok bir ¢ozelti hazirlanip ve 0,45 pum filtrelerden siizlilmiistiir. HPLC
analizler “Agilent 1100 cihazinda yapilmistir. HPLC kolonu olarak “C18, 250%4,60
mm, 5 mikron, Phenomenex®” kolonu, Pompa: “P 580, Dionex”, Dedektor: “UVD
340 S — Photo Diode Array Dedector, Dione” kullanilmigtir (Kartal ve ark., 2004).
Tim fraksiyonlar gradient sistemi kullanarak HPLC’de analiz edilip sonuglar 210

nm’de degerlendirilmistir. Coziicii sistemi Cizelge 2.1’°de verilmistir.

Cizelge 2.1. HPLC’de kullanilan gradient sistemi

Zaman Su+%00,01 fosforik asit MeOH Akis hizi
0 60 40 0,8
17 33 67 1
18 60 40 1
24 60 40 0,8

2.12. Podofilotoksin ve Pikropodofilotoksin Miktar Tayini

Podofilotoksin  ve pikropodofilotoksin  standartlarindan 100 pg/mL
konsantrasyonunda bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Kalibrasyon egrileri 100, 50, 25, 10
ve 5 ppm standart stok ¢ozeltisi kullanarak hazirlanmistir. Fraksiyonlarda
podofilotoksin ve pikropodofilotoksin tayini standartlarin alikonma zamani ve UV

spektrumlari karsilastirarak yapilmistir (Kartal ve ark., 2004).
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2.13. HPLC Metodunun Validasyonu

Metot validasyonu ICH kurallarina gore dogrusallik, kesinlik, tayin limiti, geri
kazanim ve segicilik agisindan degerlendirilmistir.

2.14. Dogrusallik (Accuracy)

Podofilotoksin ve pikropodofilotoksin standartlarindan (100, 50, 25, 10 and 5
ppm) HPLC analizi her bir konsantrasyon i¢in 3 tekrar yapilarak bir kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Dogrusallik, analit derisime kars1 dedektor cevabinin dogru orantili olarak

artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin dogru tlizerinde veya yakin olarak yer almasidir.

Egim, kesisim ve korrelasyon katsayis1 (R?) dogrusallig1 gdsteren parametrelerdir.
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2.15. Gozlenebilme Simir1 (LOD)

LOD analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat kantitatif sirlar icerisine
girmeyen en disik derisimdir. HPLC’de Sinyal/Giiriiltii oran1 3 olarak

degerlendirilmistir.

LOD= 3,3 x 22
m

SD: Bos ¢ozeltinin; ¢ok az derisimdeki madde ¢ozeltisinin veya kesisim degerinin
standart sapmasi,

m: Kullanilan kalibrasyon esitliginin egim degeridir.
2.16. Tayin Smr1 (LOQ)

LOQ, analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi dogrusallik sinirlar1 igerisine girmeyen veya
dogrusalligin en alt derisimini olusturan diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden

veya hesapla bulunabilir.

SD

SD: Bos ¢ozeltinin; ¢ok az derisimdeki madde ¢ozeltisinin veya kesisim degerinin
standart sapmasi,

m: Kullanilan kalibrasyon esitliginin egim degeridir.
2.17. Geri Kazanim (Recovery)

Olgiim sonucunun teorik degere oranmin yiizdesi % geri kazanim degerini

(%R) hesaplamaktir. Bu islem i¢in 5, 25 and 50 pug/mL standart fraksiyonlara eklenip
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ve HPLC analizi 3 tekrar ile yapilmistir. Geri kazanilan konsantrasyonun ortalamasi

dogruluk degeri olarak ve geri kazanim yiizdesi olarak gosterilmistir.

%R= [(CFC‘—ACU)] x 100

CF: olgiim sonucu (bilinen konsantrasyonda referans standarttan hazirlanmis

numune);
CU: Kor konsantrasyonu;

CA: referans standarttan hazirlanmis numunenin teorik konsantrasyonu

2.18. Kesinlik Tayini (Precision)

Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar
arasindaki uyumun derecesidir. Giin i¢i ve giinler arasi analizlerin sonucu olarak
degerlendirilmektedir. Giin i¢i analizler i¢in tiim analizler 3 tekrar ile bir giin i¢inde
yapilmistir. Giinler arasi igin 2 farkli giinde 3 tekrarla analizler degerlendirilmistir.
Alikonma zamani ve pik alanlarin bagil standart sapmalar1 kesimlilik olarak kabul

edilmistir.
RSD% = (SD / Mean) x 100

2.19. Secicilik/Sec¢imlilik (Specifity/ Selectivity)

Yontemin aranan analiti (miktar1 tayin edilecek bilesik) 6rnek matriksindeki

diger maddelerden ayirabilme 6zelligidir.
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2.20. Ilstatistiksel Analiz

Tiim analizler, her numune icin ii¢ tekrar seklinde yapilmistir. Veriler
Istatistiksel Analiz Sistemi yazilimi ile analiz edilip ve ortalama = SD olarak
degerlendirilmistir. Analizler arasindaki farkliliklarin 6nemi p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.  Ekstraksiyon Sonuclari

L. arboreum herba (275,59 g) ve tohum kismindan (164,17 g) maserasyon
yontemi ile metanollii ekstre elde edilmistir. Metanollii ekstre daha sonra sivi-sivi
ekstraksiyon ile farkli polaritelerde solvanlar kullanilarak fraksiyonlara ayrilmistir.

Cizelge 3.1°de ekstrelerin ve fraksiyonlarin miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.1. Elde edilen ekstreler ve fraksiyonlarin miktari

Ekstreler Fraksiyonlar Net dara (g) Verim
%(ala)
Herba MeOH 24,71 8,96
Herba Hekzan 4,53 1,64
Herba Kloroform 2,65 0,96
Herba Etil asetat 5,30 1,92
Herba Kalan Su 11,08 4,02
Tohum MeOH 14,35 8,74
Tohum Hekzan 4,15 2,52
Tohum Kloroform 3,68 2,24
Tohum Etil asetat 1,88 1,14
Tohum Kalan Su 3,57 2,17

3.2.  Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Sonuglari

Tiim fraksiyonlarin total fenol miktarlari Folin-Ciocalteu metodu ile ve toplam
flavonoit miktar1 ise aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir.
Sonuglar Cizelge 3.2 ve Sekil 3.3’te verilmistir. Sekil 3.1. ve 3.2’de sirasiyla gallik
asit ve kersetin kalibrasyon egrisi gosterilmistir. Herba ve tohumlarin etil asetat
fraksiyonlarinda en yiiksek total fenol bilesik miktari, herba ve tohumlarin sulu

fraksiyonlarinda ise en yiiksek flavonoit miktari tespit edilmistir.
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Gallik asit kalibrasyon egrisi

2,5

2 y=0,451x +0,0238

R*=0,9993

1,5

1
0,5

0

0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 3.1. Gallik asit’in kalibrasyon egrisi

Kersetin kalibrasyon egrisi
0,09
0,08

0,07 y=10,1491x + 0,0063
R2=0,994

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 3.2. Kersetin’in kalibrasyon egrisi

0,6
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Cizelge 3.2. Toplam fenol ve toplam flavonoit miktar tayini

Fraksiyonlar Total Fenol

Total Flavonoit

a

1g/mg ekstre £SD

b

1g/mg ekstre £SD

Herba MeOH 40,7+0,08 55,4+0,01
Herba Hekzan 25,2+0,09 30,140,07
Herba Kloroform 37,0+0,08 20,5+0,01
Herba Etil asetat 42,1+0,05 41,3+0,08
Herba kalan Su 26,0+0,02 45,9+0,01
Tohum MeOH 24,9+0,04 39,5+0,07
Tohum Hekzan 12,5+0,06 20,7+0,01
Tohum Kloroform 32,5+0,04 29,3+0,01
Tohum Etil asetat 36,8+0,02 31,2+0,07
Tohum kalan Su 21,3+0,08 40,8+0,08

a: pg gallik asit esdeger / mg ekstre
b : ng kersetin esdeger / mg ekstre

OTOTAL FENOL HOTOTAL FLAVONOIT
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Sekil 3.3. Toplam fenol ve toplam flavonoit sonuglari

28



3.3.  Aktivite Sonuclari

Elde edilen tiim fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri 3 farkli yontem ile
degerlendirilmistir. Sonuglar 1Cso oOlarak Cizelge 3.3’te verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, herba ve tohumun etil asetatli ve sulu fraksiyonlar1 diger fraksiyonlara

gore daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Cizelge 3.3. Fraksiyonlarm antioksidan sonuglari

Fraksiyonlar DPPH SO NO
I1Cso pg/mL+ SD 1Cs0 pg/mL+ SD 1Cs0 pg/mL+ SD
Herba MeOH 85,1%0,1 96,8+0,15 117,1£0.23
Herba Hekzan 112,3+0,12 128,6+0,22 132,5+0,33
Herba Kloroform 135,9+0,21 142,3+0,27 151,6+0,11
Herba Etil asetat 87,6+0,14 101,7+0,19 120,4+0,12
Herba kalan Su 78.,4+0,26 85,5+0,12 98,1+0,19
Tohum MeOH 93,8+0,32 111,8+0,33 125,3+0,31
Tohum Hekzan 125,2+0,19 139,3+0,31 147,8+0,15
Tohum Kloroform 144,8+0,2 153,2+0,29 168,6+0,24
Tohum Etil asetat 98,5+0,34 109,5+0,24 116,1+0,19
Tohum kalan Su 81,3+0,28 99,8+0,31 109,5+0,16
Kersetin 8,23+0.1 11,240,21 13,1+0,11

L. arboreum fraksiyonlart HCT-116 kolon kanseri hiicre hattina karg1 doza
bagli sitotoksisite gdstermistir. Tohumlarin etil asetatl fraksiyonu diger fraksiyonlara
gore daha yiiksek aktivite gosterirken herba ve tohumun hekzanli ve kalan sulu
fraksiyonlarinda daha diisliik aktivite gozlenmistir. Diger fraksiyonlar denenen

dozlarda aktivite gostermemistir. Sonuglar Cizelge 3.4’ te verilmistir.
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Cizelge 3.4. Fraksiyonlarin HCT-116 hiicresine kars1 sitotoksisite aktivite sonuglari

Fraksiyonlar

1Cso pg/mL+ SD
Herba MeOH >40
Herba Hekzan 29,230+ 4,410
Herba Kloroform >40
Herba Etil asetat >40
Herba kalan Su 20,340 + 2,090
Tohum MeOH >40
Tohum Hekzan 22,200 + 3,400
Tohum Kloroform >40
Tohum Etil asetat 7,090 + 0,730
Tohum kalan Su 12,840 £ 1,620
Kamptotesin 0,151 +0,014
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Cizelge 3.5. Fraksiyonlarin antimikrobiyal aktivite sonuglari

MIK (pg/mL)

Fraksiyonlar

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
" |Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

" [Escherichia coli (ATCC:25922)
' [Candida albicans (ATCC 4053)

' |Candida crusei (ATCC 6258)

Herba MeOH
Herba Hekzan
Herba Kloroform - 0,992 - - - -
Herba Etil asetat - - 2,891 - - -
Herba kalan Su - 0,859 1,719 - - -
Tohum MeOH - - . - - -

Tohum Hekzan - - - - - -

o
©
w
(o¢]
=
(00)
~
ol

Tohum Kloroform

Tohum Etil asetat 0,600 . - -
Tohum kalan Su
Gentamisin 0,001 0,016  0,0005 0,002 €3 &

Flukonazol * * * * 0,0002 0,032

1313

aktif degil, “*”denenmedi

Elde edilen fraksiyonlarin antimikrobiyal aktiviteleri Gram pozitif, Gram
negatif ve maya tlizerine degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 3.5’te verilmistir. L.
arboreum tohum etil asetat fraksiyonu Staphylococcus aureus’a karsi giiglii aktivite
gosterirken, herbanin ham ekstresi (metanollii) Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus kars1 zayif aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica, herbanin
kloroformlu ve kalan su fraksiyonlar1 Enterococcus faecalis karsi zayif aktivite

gostermistir. Ayrica herbanin etil asetath fraksyonu Staphylococcus aureus’a karsi zayif
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aktivite goOstermistir. Sonu¢ olarak, L. arboreum’un antifungal aktiviteye sahip

olmadig1 tespit edilmistir.

3.4. HPLC Analiz Sonuclari

Podofilotoksin ve pikropodofilotoksin standartlar1 i¢in kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Bunun i¢in, 100, 50, 25, 10 and 5 ppm standartlar1 3 kez analizi yapilmis ve

konsantrasyon absorbansa kars1 egri elde edilmistir.

Podofilotoksin ve pikropodofilotoksin standartlarinin alikonma ve UV
spektrum verilerini herbadan ve tohumdan elde edilen fraksiyonlarin alikonma ve
UV  spektrum karsilastirma yontemi ile podofilotoksin, herbanin hekzan
fraksiyonunda ve tohumlarda kloroform fraksiyonunda tespit edilmistir.
Pikropodofilotoksin ise herba ve tohumlarin etil asetat fraksiyonunda bulunmus ve
miktar tayini yapilmistir. Tiim miktar tayin verileri Cizelge 3.6’da verilmistir. Alinan
sonuglara gore, podofilotoksin ve pikropodofilotoksin herbada, tohumlara gore daha

fazla bulunmaktadir.

Podofilotoksin Kalibrasyon egirisi

800 y =1649.3x+7.9397
R?=0.9998

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 3.4. Podofilotoksin’in kalibrasyon egrisi
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Pikrodofilotoksin Kalibrasyon egirisi

3000
2500 y 5101,5x + 81,255 R®
=0.999

2000
1500
1000

500

"o 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 3.5. Pikropodofilotoksin’in kalibrasyon egrisi

DAD1EB, $ig=230,4 Ref=off (LINUMIMANTAR 201 8-03-29096?-09'.PDDOPHYLLOTOXI N62,5PPM3.D)

mAU 3
S

60

40

T T T T T
a 5 10 15 20 25 min

Sekil 3.6. Podofilotoksin’nin HPLC kromatogrami ve UV spektrumu

DAD1B, Sig=290.4 Ref=0ff (T.S 201AMANTAR 2018-03-05 07-38-49,PICROPOD CPHILIN 2300PPM.DY)

80

=

220

0 5 10 15 20 25 mi

Sekil 3.7. Pikropodofilotoksin’nin HPLC kromatogrami ve UV spektrumu
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DAD1 B, Sig=290 4 Refoff (LINUMWANTAR 2018-03.07 07-33-45HERBA HEXANE 2KPPH1 D)

7927

<
ECH

Podofilotoksin

Sekil 3.8. Herbadan elde edilen hekzan fraksiyonun HPLC kromatogrami

DAD1D, Sig=254,4 Ref=off (1.5 2017\MANTAR 2018-02-28 08-06-26\TOHUM CHCL3 2KPPM.D)
mAU 3
120

=
©

7443

4.050

100

6- metoksi[podofilotoksin

d

Podofilotoksin

@
3
3677
3920
5484

575"

19.869

Sekil 3.9. Tohumdan elde edilen kloroform fraksiyonun HPLC kromatogrami
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DAD1 B, Sig=290.4 Ref=off (LINUMMANTAR 2018-03-13 15-31-43\TE+ PIC 62,5PPM2.D)

mAU %
300
g
250 E
200
150 5 !
LY
g5
“ Pikropodofilotoksin
%0 8
4
@ -
0
0 S5 10 15 20 25

Sekil 3.10. Herbadan elde edilen etil asetat fraksiyonun HPLC kromatogrami

DADT A, Sig=330,4 Ref=off (LINUMMANTAR 2018-03-13 15-31 43 HERBA ETOACZ D)
mAU 4

— 2481

250

150 —

100~ ‘

50 ‘

>3890

o
o
Gl
@
&}

25 min

Sekil 3.11. Tohumdan elde edilen etil asetat fraksiyonun HPLC kromatogrami

Calismalar sirasinda, 6-metoksi podofilotoksin fraksiyonlarda tespit
edilmistir. Standart madde miktar1 az oldugundan dolayr miktar1 tayini

yapilamamistir. Sadece UV spektrum ve alikonma zamanina gore tohumun ve
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herbanin kloroformlu fraksiyonunda 6-metoksi podofilotoksin tespit edilmistir (Sekil

3.9).

Cizelge 3.6. HPLC validasyon degerleri

Podofilotoksin

LOD
LOQ

0,17 pg/mL
0,51 pg/mL

Herba Hekzan
%RSD giin i¢i (Repeatability)
% RSD giinler aras1 (Intermediate Precision)

Geri kazanim (Recovery)

45,4 1g/g wuru bitki
%0,03

%0,23

%98,1- %103,5

Tohum Kloroform
%RSD giin i¢i (Repeatability)
% RSD giinler aras1 (Intermediate Precision)

Geri kazanim (Recovery)

36,4 nug/g kurubitki
%0,05
%0,15
%99,2 — %101,8

Pikropodofilotoksin

LOD
LOQ

0,15 pg/mL
0,45 pg/mL

Herba Etil asetat
%RSD giin ici (Repeatability)
% RSD giinler aras1 (Intermediate Precision)

Geri kazanim (Recovery)

12,1 ug/g kurubitki
%0,07
%0,29
%95,6 — %102,7

Tohum Etil asetat

%RSD giin i¢i (Repeatability)

% RSD giinler aras1 (Intermediate Precision)

Geri kazanim (Recovery)

10,3 ng/g kuru bitki

%0,08
%0,24

%99,3 — %101,1
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Podofilotoksin

45
40
35

Z 30

S 25

= 20
i~

o015

oh
%10
5
0 —

Herba Hekzan Tohum Kloroform
EPodofilotokin 45,4 36,4
Pikropodofilotoksin
12,5
12
11,5
2 1
Ne)
2 105
2
) 10
o]
= 95
9 e — F—
Herba Etil asetat Tohum Etil asetat
BIPikropodofilotksin 12,1 10,3

Sekil 3.12. Herba ve tohumda podofilotoksin ve pikropodofilotoksin miktari
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4. TARTISMA

Linum arboreum, Linaceae familyasinda Linum cinsinin, Syllinum seksiyonuna,
ait bir bitkidir (Davis,1966). Ariltetralin grup lignanlar Linum cinsinde en sik rastlanan
sekonder metabolitlerdir (Botta ve ark., 2001). Tiirkiye florasinda, Linum cinsi 43 tiir
ile temsil edilmekte olup bu tiirlerin 16 tanesi endemiktir. Linum arboreum tek yilik
bir bitki olup, Tiirkiye’de Mugla da ve Yunanistan’da Girit ve Karpathos adasinda
yetismektedir (Davis,1966). Yapilan Literatiir taramasinda Yunanistan’da yetisen tiir
ile ilgili olarak bir ¢alismaya rastlanilmamis ve ayrica L. arboreum’un hala orda
mevcut olduguna dair yeni bir kayit da yoktur. Sadece Tiirkiye’de yetisen tiir ile
yapilan calismalar vardir. Hem daha 6nce alinan sonuglar hem de bu tezde yapilan

calismalar bilim diinyasina katki saglayacaktir.

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, L. arboreum herbasinda f-Peltatin, f-glukoz ve
heksoz bagli 6- metoksipodofilotoksin HPLC-ESI/MS-MS-UV/DAD yardimiyla
tespit edilmistir (Schmidt ve ark., 2010). Bu calismada ise, podofilotoksin ve
pikropodofilotoksin hem herba hem de tohumlarda tespit edilmis ve miktar tayinleri
yapilmistir. Podofilotoksin ve pikropodofilotoksin herbada daha yiiksek miktarda
bulunmustur. Ayrica, 6- metoksipodofilotoksin de tespit edilmistir, fakat standart
yeterli miktarda bulunmadigi i¢in miktar tayini yapilmamistir (bu madde piyasada
bulunmamaktadir, bu yiizden bitkide bu maddenin miktari tayini yapilmadi, sadece
bizim yaptigimiz ¢aligmalarda izole edilen madde kullanarak bu maddenin L.
arboreum bitkisinde var oldugu tespit edilmistir). Daha 6nce bu bitki {izerinde yapilan
caligmalara gore, metanollil ekstre, kalan sulu ekstreye gore daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermistir (Coban ve Konuklugil, 2005). Bu ¢alismada, elde edilen metanollii
ekstre farkli polaritelere sahip solvanlar ile fraksiyonlara ayrilarak, her bir fraksiyonun
aktivitesi incelenmistir. En yiiksek total fenol bilesik miktar1 herbada ve tohumlarda
etil asetat fraksiyonlarinda tespit edilmistir. Kalan sulu fraksiyon ise herbada ve
tohumlarda en yiiksek flavonoit miktari icermektedir. Herba ve tohumlarin etil asetatl
ve kalan sulu fraksiyonlar1 diger fraksiyonlara gore daha yiiksek antioksidan aktivite

gostermistir. Elde edilen fraksiyonlar arasinda, tohumlarin etil asetathi fraksiyonu
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HCT-116 kolon kanserine kars1 daha yiiksek aktivite gostermistir. Ancak incelenen

fraksiyonlardan ¢ok yiiksek antimikrobiyal aktivite saptanmamuistir.

Bitki ekstrelerinin aktiviteleri, icerdikleri fenolik bilesik, flavonoit, alkaloit v.s.
gibi sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Flavonoitler, prostaglandinler
yolag iizerindeki etkisiyle, antioksidan, antienflamatuar, antinosiseptif ve sitostatik
ozellikler gostermektedir. Son ¢alismalar, flavonoitlerin ve fenolik bilesiklerin yari-
polar veya polar fraksiyonlardan izole edildigini gostermistir (Deniz ve ark., 2015,
Cowan, 1999). Yapilan bu ¢alismada ise, etil asetatli ve kalan sulu fraksiyonlarin en
yiiksek flavonoit ve fenolik bilesikleri icerdigi bulunmustur. Bu nedenle, bu polar
fraksiyonlar polar olmayan fraksiyonlara gore daha yiiksek antioksidan aktivite

sergilemistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye cografi 6zelligi, habitat ve tiir ¢esitligi nedeni ile zengin bir floraya
sahiptir. Bu bitkilerden bazilari, gelencksel olarak veya farmasotik ve kozmetik
endiistrisinde aktif bilesiklerinden dolay1 kaynak olarak kullanilmaktadir. ilag etken

maddesi olabilecek bilesiklerin arastirilmasinda bitkisel kaynaklar onem tagimaktadir.

Podofilotoksin, kemoterapide kullanilan etopofoz (etopophos), etoposit
(etoposide) ve teniposit (teniposide) gibi ilaglarin yari-sentezi igin baslangic maddesi
olma 6zelliginden dolay1 ekonomik bir 6neme sahiptir. Bu 6nemli etken madde, iki
Podophyllum tiiriinden elde edilmektedir. P. hexandrum ve P. peltatum un 5-7yillik
rizomlarindan elde edildigi ve bu tiirlerin yok olma tehlikesi nedeni ile aragtirmacilar
yeni kaynaklar aramak zorunda kalmistir. Bu calismalar sirasinda Linum album’da
podofilotoksin ve 6-metoksipodofiloksin’in bulunmasi arastirmacilarin Linum cinsine

yonelmesine neden olmustur.

Ozellikle bitki doku kiiltiirii yolu ile bu etken maddenin eldesi ile ilgili
calismalar biliylikk 6nem kazanmis olup halen bu calismalar devam etmektedir.
Ulkemizdeki Linum tiirlerinin hem sayisinin hem de endemik tiirlerinin fazla olmasi
nedeni ile iilkemizde bu tiirlerde ariltetralin grubu lignanlar arastirilmistir. Linum
arboreum da bu kapsamda ¢alisilmistir. Amag yiiksek oranda podofilotoksin tasiyan

tiiriin bulunmasi ve bunun ekonomik olarak degerlendirilmesidir.

Bu kapsamda ilerde yapilabilecek ¢alismalar, bitki doku kiltird ile
podofilotoksin miktarinin arttirilmasi i¢in enzim g¢alismalarinin yapilmasi ve ayrica
Linum tiirlerinde miktarca fazla bulunan ve ayn1 etkiye sahip oldugu bilinen 6-metoksi
podofilotoksinin hem enzim galismalari hem de klinik ¢alismalarin yapilmasi olabilir.
Bu nedenle, tez kapsaminda elde edilen sonuglar ilerde yapilacak ¢alismalara katki

saglayacaktir.
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OZET

Linum Arboreum Uzerinde Farmakognozik Cahismalar

Ulkemiz, bulundugu cografi konum ve iklim 6zellikleri nedeniyle ¢ok ¢esitli
bitki tiirlerine sahiptir. Ulkemizde bulunan toplam tiir sayis1 yaklasik 11 800 bitki
tiirli, endemik tiir sayist ise 3649 ve endemizm oranini %31,82 olarak belirlemiglerdir.
Endemik tiirler bakimindan en zengin bélgelerimiz Akdeniz, Dogu Anadolu ve Ig
Anadolu bolgeleridir. Tez konusu olan Linum arboreum L. 200’den fazla tiirii olan
Linacea familyasina aittir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Linum cinsinde major
bilesenler olarak ariltetralin lignanlar tespit edilmistir. Bu ¢alismada Linum arboreum
L'de HPLC-DAD ile podofilotoksin ve pikropodofilotoksinin kalitatif ve kantitatif
analizi hizli, basit, dogru ve se¢ici bir HPLC metodu ile degerlendirilmistir. Toplam
fenolik bilesikler ve toplam flavonoit miktar1 Linum arboreum'un fraksiyonlarinda
tayin edilmistir. Ayrica, bu fraksiyonlarin antioksidan (DPPH, siiper oksit ve nitrik
oksit), sitotoksisite (HCT-116) ve antimikrobiyal (Gram pozitif, Gram negatif ve
maya) aktiviteleri tayin edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Ariltetralin  lignan, Biyoaktivite, HPLC, HCT-116,
Podofilotoksin, Pikropodofilotoksin.
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SUMMARY

Pharmacognostic studies on Linum arboreum

Our country has a wide variety of plant species due to its geographical location
and climatic characteristics. The total number of species in Turkey is approximately
11 800 plant species, the number of endemic species is 3649 and the rate of endemism
is determined as 31.82%. The richest regions in terms of endemic species are the
Mediterranean, Eastern Anatolia and Central Anatolia regions. Linum arboreum L.,
which is the subject of the thesis, belongs to Linaceae family which has more than
200 species. Aryltetralin lignans are major compounds of Linum genus. In this study,
a fast, simple, accurate and selective HPLC method was validated for the qualitative
and quantitative analysis of podophyllotoxin and picropodophyllotoxin by HPLC-
DAD in Linum arboreum L. Furthermore, total phenolic and total flavonoid contents,
antioxidant (DPPH, Superoxide, Nitric oxide), cytotoxicity (HCT-116 cell line) and
antimicrobial activity (Gram- positive, Gram negative and yeast) of Linum arboreum
were investigated.

Keywords: Aryltetralin lignan, Bioactivity, HPLC, HCT-116, Podophyllotoxin,
Picropodophyllotoxin.
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