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Kanser,  genomdaki  birçok mutasyonun bir ikimi i le  or taya çıkan s is temik bir  hastal ıkt ı r.  Kanser 
hastalar ında uygulanan birçok farkl ı  tedavi  yöntemi bulunmaktadır.  Tedavi  süreci  içer is inde zamanla ar tan 
toksis i te  ve i laç  direnci  or taya çıkmakta ve tedavi  başar ıs ını  s ınır landırmaktadır.  Kanser  tedavis indeki 
bu s ınır landırmalar ı  aşmak iç in  bi tkisel  ürünler  ve sentet ik  türevler i  tercih edi lebi lmektedir.  Bu noktada, 
geleneksel  t ıpta  günümüze kadar  birçok hastal ığın tedavis inde kul lanı lan Kore çamı (Pinus koraiensis) 
ve uzun zincir l i  pol imer  türevi  olan ki t inin yaklaşık olarak yar ıs ının deaset i le  edi lmesiyle  oluşturulan 
ki tosan göze çarpmaktadır. 

Bu çal ışmada kızı lçam (Pinus brut ia  Ten)  kozalağı  ekstrakt ının MCF-7,  VERO ve HeLa hücreler i 
üzer inde 24,  48 ve 72 saat l ik  inkübasyonlar  sonundaki  e tki ler i  incelenmişt i r.  Ekstrakt lar  hücrelere 
400,  200,  100,  50 ve 25µg/mL dozlarda uygulanarak maruziyet  süreler i  sonunda WST-1 s i totoksis i te 
tes t i  anal iz  edi lmişt i r.  Deney sonuçlar ında ki tosan katkı l ı  yeşi l  kozalak ekstrakt ı  24 saat l ik  inkübasyon 
sonunda hücrelerde s i totoksik etki  yaratmazken,  ekstrakt  iç in  48 saat  sonunda IC50 değeri  252.3 μg/mL 
olarak hesaplanmışt ı r.  72 saat  sonrasında ekstrakt  iç in  hesaplanan IC50 değeri  195.5μg/mL ‘dir.  Ki tosan 
i lavel i  yeşi l  çam kozalağı  ekstrakt ının HeLa hücreler inde 24,  48 ve 72 saat l ik  inkübasyon süreler inde IC50 
değerler i  s ı ras ıyla  200.5 μg/mL, 221.9 μg/mL ve 352.3 μg/ml olarak hesaplanmışt ı r.  Ki tosan i lavel i  s iyah 
çam kozalağı  ekstrakt ında HeLa hücreler inde 24 ve 48 saat l ik  inkübasyonlarda IC50 değerler i  s ı ras ıyla 
262.6 μg/mL ve 161.9 μg/mL olarak hesaplanmışt ı r.

Anahtar kel imeler:  MCF-7,  HeLa,  Si totoksis i te ,  Kitosan,  Çam Kozalağı  Ekstrakt ı

Cancer  is  a  systemic disease that  occurs  with the accumulat ion of  many mutat ions in  the genome.  There 
are  many different  t reatment  methods appl ied to  cancer  pat ients .  During the t reatment  process ,  increasing 
toxici ty  and drug resis tance occur  over  t ime and l imit  the success  of  the t reatment .  In  order  to  overcome 
these l imitat ions in  cancer  t reatment ,  herbal  products  and synthet ic  der ivat ives  can be preferred.  At 
this  point ,  chi tosan,  which is  formed by deacetylat ing approximately half  of  the Korean pine (Pinus 
koraiensis)  and long-chain polymer derivat ive chi t in ,  which has been used in  the t reatment  of  many 
diseases  in  t radi t ional  medicine unt i l  today,  s tands out .

In this  s tudy,  the effects  of  red pine (Pinus brut ia  Ten)  cone extract  on MCF-7,  VERO and HeLa cel ls 
af ter  24,  48 and 72 hours  of  incubat ion were invest igated.  The WST-1 cytotoxici ty  tes t  was analyzed 
by applying the extracts  to  the cel ls  a t  doses of  400,  200,  100,  50 and 25µg/mL. In the experimental 
resul ts ,  while  chi tosan added green cone extract  did not  cause cytotoxic  effects  on cel ls  af ter  24 hours 
of  incubat ion,  the IC50 value for  the extract  was calculated as  252.3 μg/mL at  the end of  48 hours .  The 
calculated IC50 value for  the extract  af ter  72 hours  is  195.5μg/mL. IC50 values of  chi tosan added green 
pinecone extract  in  HeLa cel ls  a t  24,  48 and 72 hours  incubat ion t imes were calculated as  200.5 μg/mL, 
221.9 μg/mL and 352.3 μg/ml,  respect ively.  IC50 values in  HeLa cel ls  in  24 and 48 hour  incubat ions were 
calculated as  262.6 μg/mL and 161.9 μg/mL, respect ively,  in  black pinecone extract  with chi tosan.

Keywords:  MCF-7,  HeLa,  Cytotoxici ty,  Chitosan,  Pinecone Extract
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1. GIRIŞ
Kanser,  genomdaki  birçok mutasyonun bir ikimi 

i le  or taya çıkan s is temik bir  hastal ıkt ı r  (Loeb vd. 
2003;  Blagosklonny 2005).  Kanser  hastalar ında 
tedavi  amacıyla  kul lanı lan klasik yöntemler 
kemoterapi ,  radyoterapi  ve cerrahi  operasyonlar 
olarak s ınıf landır ı l ı r  (Akbayrak 1998;  Kızı lc ı 
1999;  Kvols  2005).  Bu tedavi  yöntemlerinden 
kemoterapi ,  biyoloj ik  ve/veya kimyasal  a janlar ın 
kul lanı lması  sonucu çoğalmaya eği l imli  hücrelerde 
seçici  toksis i te  göstermektedir  (Akyol  2004). 
Buna rağmen uygulama sonrası  zaman içinde 
yüksek toksis i te  ve i laç  direnci  oluşması  sebebiyle 
tedavi lerden elde edi len başar ı  azalmaktadır. 

Kanser  tedavis inde görülen bu olumsuzluklar, 
terapöt ik doğal  a janlar ın ya da bunlar ın sentet ik 
türevler inin araşt ı r ı lması  gerekl i l iğini  or taya 
koymaktadır   (Zhong vd.  2015).  Bu noktada, 
ki tosan ve çam kozalağı  ekstrakt lar ı  taş ıdıklar ı 
ant ikanser  özel l ikler i  i le  dikkat  çekmektedir. 
Glikozidik bağlar la  bağlanan l ineer  bir  omurgaya 
sahip olan ki tosan,  uzun zincir l i  pol imer türevi 
olan ki t inin yaklaşık olarak yarıs ının deaset i le 
edi lmesiyle  oluşmaktadır  (De la  Fuente vd.  2008; 
Özkan vd.  2019;   Wahba 2019).  Aset i l lenmiş 
monomerler inin miktar ı  ve l ineer  omurgadaki 
dağı l ımlar ı ,  ki tosanın pH’a duyarl ı  bir  yapıya 
sahip olmasına sebep olmaktadır  (Csaba vd.  2006; 
Özkan vd.  2019).  Bu duyarl ı l ık ,  ki tosanın sağl ıkl ı 
hücrelere  kıyasla  daha düşük pH’ya sahip olan 
tümör hücreler i  üzerinde spesif ik  etki  göstermesini 
sağlamaktadır.  (Zhang vd.  2010;  Özkan vd 
2019).  Buna ek olarak,  ki tosanın hücre dış ı 
matr is in  önemli  bi leşeni  olan gl ikozaminoglikana 
benzer  bir  yapıya sahip olması ,  biyouyumluluk 
seviyesi  yüksek biyobozunur bir  madde olması , 
ant imikrobiyal  ve ant i fungal  akt ivi te  göstermesi , 
ki tosanı  kanser  tedavis inde al ternat i f  bir  aday 
yapmaktadır  (Ullah vd.  2017;  Wahba 2019).

Son yı l larda çam kozalaklar ından elde edi len 
ekstrakt lar,  potansiyel  ant ikanser  e tki ler i  i le 
dikkat  çekmektedir.  Bi l imsel  araşt ı rmalarda 
yaygın olarak kul lanı lan Kore çamı  (Pinus 
koraiensis) ,  Doğu Asya’da ı l ıman ve ser in 
ormanlarda yayı l ış  göstermektedir  (Piao vd 2011; 
Zhang vd.  2017).  P.  koraiensis’ten elde edi len 
ekstrakt ;  geleneksel  t ıpta  balgam, ast ım,  öksürük 
ve kanser  gibi  birçok hastal ığın tedavis inde 
kul lanı lmaktadır  (Kvols  2005).  Yapılan çal ışmalar 
i le  P.  koraiensis  çam kozalaklar ından saf laşt ı r ı lan 
pol i fenol ler in ,  çeşi t l i  kanser  hücreler inin in  vi t ro 
prol i ferasyonunu inhibe et t iği  ve kaspaz aracı l ı 
apoptozu indüklediği  göster i lmişt i r  (Lee vd. 
2017).  P.  koraiensis  çam kozalaklar ından elde 
edi len sulu ekstrakt lar  i le  yapı lan bir  çal ışmada, 
ekstrakt lar ın  A549,  H1264,  H1299 ve Calu-
6 hücreler inde hücre canl ı l ığını  azal t t ığı  ve 
kaspaz3 akt ivi tesini  indüklediği  bel i r t i lmişt i r 
(Lee vd.  2017).  P.  koraiensis’ten elde edi len 
pol i fenol  ekstrakt ının 7 farkl ı  kanser  hücresi 
üzerine etkis inin incelendiği  diğer  bir  çal ışmada, 
ekstrakt ın  her  bir  hücre hat t ına karşı  farkl ı 
ant iprol i ferat i f  e tki ler  sergi lediği  göster i lmişt i r  
(Yi  vd.  2015).  Ayrıca,  P.  koraiensis’ten elde edi len 
essansiyel  yağlar ın gastr ik  kanseri  olan MGC-
803 hücreler inde prol i ferasyonu ve hücre göçünü 
inhibe et t iği  göster i lmişt i r  (Zhang vd.  2019).

Kitosan ve çam kozalağı  ekstrakt lar ının 

bağımsız ant ikanser  özel l ikler inin göster i ldiği 
çal ışmalar ın yanı  s ı ra ,  iki  maddenin kombine 
edi ldiği  bazı  çal ışmalar  kombinasyonun 
hücrelerde ant iprol i ferat i f  e tki ler  sergi lediğini 
işaret  e tmektedir.  Kitosan katkı l ı  Pinus merkusi i 
kabuğu ekstrakt ı  nanopart ikül ler i  (Nano-PMBE) 
i le  yapı lan bir  çal ışmada,  nanopart ikül ler in  HeLa 
hücreler inde hücre döngüsünü G0/G1 fazında 
durdurduğu,  hücrelerde apoptozun tet iklediği , 
p53 ve kaspaz-9 i fadeler inde de önemli  ölçüde 
ar t ışa  neden olduğu bi ldir i lmişt i r  (Proboningrat 
vd.  2019). 

Kızı lçam, Pinus cinsi  iç inde yer  a lmakta ve 
Türkiye’de doğal  olarak yayı l ış  gösteren çam 
tür ler i  arasında yer  a lmaktadır  (Boydak 2005; 
Frankis  1993;  Güner  2012).  Türkiye’deki  çam 
tür ler i  iç inde kızı lçam, özel l ikle  Akdeniz ve Ege 
bölgeler inde en geniş  yayı l ışa  sahip olan çam 
türüdür  (Sarıbaş  ve Ekici  2004;  İçgen vd.  2006). 
Elde edi len ekstrakt lar ;  geleneksel  t ıpta  diyabet , 
balgam, ast ım,  öksürük,  diş  sağl ığı  ve kanser  gibi 
birçok hastal ığın tedavis inde kul lanı lmaktadır. 
Buna ek olarak,  ant ioksidan akt ivi teye sahip olan 
fenol ik bi leşikler  bakımından oldukça zengin 
olan çam kozalağı  ekstrakt lar ı  l imonen ve a-pinen 
gibi  uçucu yağlar  içerdiği  iç in ant i  bakter iyel  ve 
ant i fungal  e tki  göstermektedir  (Kvols  2005;  Öner 
2020).

Bu çal ışmada,  geleneksel  t ıpta  birçok hastal ığın 
tedavis inde yaygın olarak kul lanı lan yeşi l  ve 
s iyah çam kozaklar ının ki tosansız  ve ki tosanl ı 
olarak hazır lanmış ekstraktralar ının insan meme 
ve serviks  kanser  hücreler i  üzerindeki  in  vi t ro 
s i totoksik etki ler i  incelenmişt i r. 

2 .  M AT E R YA L  V E  M E T O T
2 . 1 .  B i t k i  e k s t r a k t l a r ı n ı n  e l d e  e d i l m e s i :  

Kızı lçam (Pinus brut ia  Ten.)  kozalaklar ı ,  Antalya 
i l i  Döşemeal t ı  i lçesinde bulunan çam ağaçlar ından 
Ekim ayının i lk  haf tası  toplandı .  Toplanan yeşi l 
ve s iyah kozalaklar  1-1,5 yaşında olacak şeki lde 
seçi ldi .  Her  iki  kozalak çeşidi  iç in 19 kozalak 
toplandı .  Toplanan kozalaklar  homojenizatörden 
geçir i lerek toz hal ine get i r i ldi .  Toz hal ine 
get i r i len kozalaklar  500 g olacak şeki lde tar t ı ldı 
ve dis t i le  su i le  3  l i t reye tamamlandı .  KOH i le  pH 
12’ye ayarlandıktan sonra termodinamik hassas 
ıs ı  yöntemi i le  121 °C’de 30 dakika ıs ı l  iş lem 
uygulandı .  Oda s ıcakl ığına get i r i ldikten sonra 
f i l t re  kâğıdından geçir i ldi .  +4 °C’de saklandı . 
%1’l ik  ki tosan eklendi  ve sprey kurutucu i le 
kurutuldu.  

2 . 2 .  H ü c r e  k ü l t ü r ü :  MCF-7 (ATCC® HTB-
22,  östrojen reseptör  pozi t i f  insan meme 
kanseri) ,  HeLa (ATCC® CCL-2,  serviks  kanseri) 
ve VERO (ATCC® CCL-8,  Maymun böbrek 
epi tel i )  hücre hat lar ı  %10 fetal  bovin serum, 
penis i l in/s t reptomisin ve ant ibiot ik-ant imikot ik 
ant ibiyot ikler i ,  non-essent ial  aminoasi t  ve sodyum 
piruvat  içeren RPMI 1640 besiyerinde çoğal t ı ldı . 
Hücreler  37 °C’de ve %5 CO2’l i  e tüde inkübe 
edi ldi  ve % 0.25 t r ipsin,  %0.03 EDTA karış ımı i le 
kaldır ı l ıp  pasaj landı . 

2 . 3 .  W S T - 1  h ü c r e  c a n l ı l ı ğ ı  t e s t i :  Hücre 
canl ı l ığını  bel i r lemek amacıyla  kul lanı lan 
WST-1 hücre prol i ferasyon ki t inin (roche, 
5015944001) ta l imatlar ı  göz önüne al ınarak 
kul lanı ldı .  Çoğal t ı lan MCF-7,  HeLa ve VERO 
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hücreler i  1x104 hücre/kuyucuk olacak şeki lde 
96 kuyucuklu plaklara  eki ldi .  24 saat l ik  süresi 
sonunda %1 serum içeren besiyerinde hazır lanan 
farkl ı  konsantrasyonlardaki  ki tosan katkı l ı 
çam kozalağı  ekstrakt ı  (25,  50,  100,  200,  250 
ve 400 µg/mL) 96 kuyucuklu s ter i l  plaklarda 
dört  tekrar l ı  olarak yapı ldı .  Ekstraksiyonun 
uygulamasının hemen arkasından,  başlangıçtaki 
hücre sayıs ını  bel i r lemek için başlangıç  zamanı 
okuması  yapı ldı .  Ekstraksiyon uygulamalar ını 
takiben hücreler  24,  48 ve 72 saat l ik  per iyot larda 
inkübe edi ldi .  Her  bir  inkübasyon süresi  sonunda 
deney sonlandır ı larak 10 µl  WST-1 eklenip 3 
saat  inkübasyona bırakı ldıktan sonra plaklar ın 
absorbans değerler i  mikroplaka okuyucuda 
(Thermo Scient i f ic  Mult iskan Go),  450 nm 
dalga boyunda ölçülerek kaydedi ldi .  Elde edi len 
okuma veri ler i  i le  uygulanan ekstrakt lar ın  kanser 
hücreler inin canl ı l ığı  üzerine etkis i  bel i r lendi . 

2 . 4 .  I s t a t i s t i k s e l  A n a l i z :  Si totoksis i te 
tes t ler inden elde edi len deney sonuçlar ındaki 
kontrol  ve diğer  gruplar  arasındaki  farkl ı l ık 
Graph-Pad InStat  is ta t is t ik  programında,  Tek 
Yönlü Anova Test i  ve ardından Dunnet  Çoklu 
Karşı laşt ı rma Test i  kul lanı larak değerlendir i ldi . 
Ekstraksiyonlar ın IC50 değerler i  Sigma Plot  10.0 
is ta t is t ik  programı kul lanı larak bel i r lendi .  Tüm 
veri ler  or talama ± SEM değerler i  hal inde,  Sigma 
Plot  10.0 programı kul lanı larak graf ik hal ine 
get i r i ldi .

3 .  B U L G U L A R
3.1.  Kitosan Katkı l ı  Olmayan ve Kitosan Katkı l ı 

Siyah ve Yeşi l  Çam Kozalağı  Ekstraksiyonlar ının 
VERO, Hela ve MCF-7 Hücreler indeki  Si totoksik 
Etkis i

3 . 1 . 1 .  V E R O  H ü c r e  H a t t ı
Kitosan katkı l ı  olmayan ve ki tosan katkı l ı 

çam kozalağı  ekstrakt lar ı ,  Vero hücre hat lar ında 
hiçbir  doz ve inkübasyon süresinde s i totoksik etki 
yaratmamışt ı r  (Şeki l  4 .1,  4 .2,  4 .3.) .

 

 
Şekil  1 .  Siyah ve yeşi l  çam kozalağı  ve ki tosan 
katkı l ı  s iyah ve yeşi l  çam kozalağı  ekstrakt lar ının, 
VERO hücreler inde 24 saat l ik  inkübasyon süresi 
sonundaki  s i totoksik etki ler i

 
 

Şeki l  2 .  Siyah ve yeşi l  çam kozalağı  ve ki tosan 
katkı l ı  s iyah ve yeşi l  çam kozalağı  ekstrakt lar ının, 
VERO hücreler inde 48 saat l ik  inkübasyon süresi 
sonundaki  s i totoksik etki ler i

Şeki l  3 .  Siyah ve yeşi l  çam kozalağı  ve ki tosan 
katkı l ı  s iyah ve yeşi l  çam kozalağı  ekstrakt lar ının, 
VERO hücreler inde 72 saat l ik  inkübasyon süresi 
sonundaki  s i totoksik etki ler i

3 . 1 . 2 .  M C F - 7  H ü c r e  H a t t ı
Kitosan katkıl ı  olmayan yeşi l  çam kozalağı 

ekstraktı ,  MCF-7 hücrelerinde hiçbir  doz ve 
inkübasyon süresinde sitotoksik etki  yaratmamıştır. 
Kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı  ekstraktı  ise 24 
saatl ik inkübasyon sonunda hücrelerde sitotoksik 
etki  yaratmazken,  48 ve 72 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonunda sitotoksik etkiye sebep olmaktadır. 
Bu inkübasyon süresi  sonunda kitosan katkıl ı  yeşi l 
çam kozalağı  ekstraktı  iç in IC 50 değeri  252.3 μg/mL 
(Şekil  4 .4) ,   72 saatl ik inkübasyon süresi  sonrasında 
ise 195.5μg/mL olarak hesaplanmıştır  (*** ,  p<0.001; 
**p<0.01;  Şekil  4 .5) . 

 
 
 
 
 
 
  
a)                                       b)

Şekil  4 .  a)  MCF-7 hücrelerinde yeşi l  çam kozalağı 
ekstraktının farklı  dozlarda 48 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonundaki hücre canlı l ığına etkisi .  b)  MCF-
7 hücrelerinde kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı 
ekstratının farklı  dozlarda 48 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi .
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a)                                       b)

Şekil  5 .  a)  MCF-7 hücrelerinde yeşi l  çam kozalağı 
ekstraktının farklı  dozlarda 72 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonundaki hücre canlı l ığına etkisi .  b)  MCF-
7 hücrelerinde kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı 
ekstratının farklı  dozlarda 72 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi  (*** ,  p<0.001; 
**p<0.01) .

Siyah çam kozalağı  ekstraktı ,  24 saatl ik 
inkübasyon süresinde MCF7 hücrelerinde denenen 
hiçbir  dozda sitotoksik etki  göstermemiştir  (Şekil 
gösteri lmemiştir) .   Şekil  6 .  a’da gösteri ldiği  gibi  48 
saatl ik inkübasyon süresinde siyah çam kozalağı 
ekstraktı  MCF-7 hücrelerinde 400 μg/mL ve 200 
μg/mL’lik konsantrasyonlarda sırasıyla % 35.2 ve % 
25.2 ölüme neden olmuştur.  Bu ekstraktın,  72 saatl ik 
inkübasyon süresi  sonunda ise MCF-7 hücrelerinde 
ki  IC 50 değeri  324.5 μg/mL olarak hesaplanmıştır 
(**p<0.01;  Şekil  6 .  b) .

Kitosan katkıl ı  s iyah çam kozalağı  ekstraktı 
MCF-7 hücrelerinde 24 saatl ik inkübasyon süresi 
sonunda sadece en yüksek doz olan 400 μg/mL’de 
% 16.7 oranında ölüme neden olurken,  48 ve 72 
saatl ik inkübasyon süreleri  sonunda ise hiçbir 
dozda istatist iksel  olarak anlamlı  bir  s i totoksik etki 
yaratmamıştır  (Şekil  gösteri lmemiştir) .

 
 
 
 
a)                                      b)  

Şekil  6 .  a)  MCF-7 hücrelerinde siyah çam kozalağı 
ekstraktlarının farklı  dozlarda 48 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi .  b)  MCF-
7 hücrelerinde siyah çam kozalağı  ekstraktlarının 
farklı  dozlarda 72 saatl ik inkübasyon süresi 
sonunda hücre canlı l ığına etkisi  (**p<0.01) .

3 . 1 . 3 .  H e L a  H ü c r e  H a t t ı
HeLa hücrelerinde Yeşil  çam kozalağı  ekstraktı ; 

24,48 ve 72 saatl ik inkübasyon süreleri  sonunda 
hiçbir  dozda sitotoksik etki  yaratmamaktadır. 
Kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı  ekstraktının 24, 
48 ve 72 saatl ik inkübasyon süreleri  sonunda IC 50 
değerleri  s ırasıyla;  200.5 μg/mL, 221.9 μg/mL ve 
352.3 μg/ml olarak hesaplanmıştır  (**p<0.01;  Şekil 
4 .7 . ) .

HeLa hücrelerinde siyah çam kozalağı  ekstraktı 
24,48 ve 72 saatl ik inkübasyon süreleri  sonunda 

hiçbir  dozda sitotoksik etki  yaratmamaktadır.  
Kitosan katkıl ı  s iyah çam kozalağı  ekstraktının,  24 
ve 48 saatl ik inkübasyon süreleri  sonunda ki  IC 50 
değerleri  s ırasıyla;  262.6 μg/mL ve 161.9 μg/mL 
olarak hesaplanmıştır  (**p<0.01;  Şekil  4 .8 . ) .

Elde edilen bulgular sonucu HeLa hücrelerinde, 
yeşi l  ve siyah çam kozalağı  ekstraktlarının 
uygulanan hiçbir  dozda sitotoksik etki 
göstermediği ,  kitosan katkıl ı  yeşi l  ve siyah çam 
kozalağı  ekstraktlarının ise uygulanan farklı 
dozlarda sitotoksik etki  gösterdiği  bel ir lenmiştir. 
Kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı  ekstraktı  24 
saatl ik inkübasyon süresi  sonunda uygulanan her 
dozda sitotoksik etki  göstermektedir.  Bu ekstraktın 
48 saatl ik inkübasyon süresinde 400 μg/ml ve 200 
μg/ml dozlarda sırasıyla %80 ve %50 sitotoksik 
etki  gösterdiği  ve 72 saatl ik inkübasyon süresinde 
en yüksek doz olan 400 μg/ml’  de sitotoksik etki 
gösterdiği  bel ir lenmiştir.  Kitosan katkıl ı  s iyah çam 
kozalağı  ekstraktı  ise HeLa hücre hatt ı  üzerinde 
24 ve 48 saatl ik inkübasyon sürelerinde uygulanan 
her dozda sitotoksik etkil i  göstermektedir.  HeLa 
hücrelerinde,  24 saatl ik inkübasyon süresinde 
400 μg/ml’de en yüksek sitotoksik etki ,  48 
saatl ik inkübasyon süresinde ise doza bağlı  etki 
görülmektedir.

 
 
 
 
 
a)                                        b)

               
                    c)

Şekil  7 .  HeLa hücreleri  üzerinde Kitosan katkıl ı 
yeşi l  çam kozalağı  ekstraktlarının farklı  dozlardaki 
hücre canlı l ığına etkileri  a)  24 saatl ik inkübasyon 
süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi  b)  48 saatl ik 
inkübasyon süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi 
c)  72 saatl ik inkübasyon süresi  sonunda hücre 
canlı l ığına etkisi  (**p<0.01) .

  
 
a)                                       b)
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Şekil  8 .  a)  HeLa hücre hatları  üzerinde Kitosan 
katkıl ı  s iyah çam kozalağı  ekstraktlarının farklı 
dozlardaki  hücre canlı l ığına etkileri  a)  24 saatl ik 
inkübasyon süresi  sonunda hücre canlı l ığına etkisi 
b)  48 saatl ik inkübasyon süresi  sonunda hücre 
canlı l ığına etkisi  (**p<0.01) .

Yeşi l  ve siyah çam kozalağı  ve kitosan katkıl ı 
yeşi l  ve siyah çam kozalağı  ekstraktları  MCF-
7 hücrelerinde 24 saatl ik inkübasyon süresinde 
hiçbir  dozda sitotoksik etki  göstermemektedir. 
Kitosan katkıl ı  yeşi l  çam kozalağı  ekstraktı ,  MCF-7 
hücrelerinde 48 ve 72 saatl ik inkübasyon sürelerinde 
400 μg/ml dozda hücre canlı l ığı  üzerinde en yüksek 
(%80) ve 200 μg/ml’de (%40-50)  si totoksik etki 
göstermektedir. 

Uygulanan yeşi l  ve siyah çam kozalağı 
ekstraktları  ve kitosan katkıl ı  yeşi l  ve siyah 
çam kozalağı  ekstraktları ,  Vero maymun böbrek 
epitel inde 24,48 ve 72 saatl ik inkübasyonlarda 
hiçbir  dozda sitotoksik etki  göstermemektedir.

4 .  S O N U Ç  V E  TA R T I Ş M A
Kanser tedavisinde bazı  olumsuzluklar meydana 

gelmekte ve bu durum terapötik doğal  a janların ya 
da sentetik türevlerinin önemini  vurgulamaktadır  
(Zhong 2015) .  Diğer birçok bitkisel  kaynaktan 
elde edildiği  gibi  Pinus türlerinden de elde edilen 
polifenoller ;  antioksidan,  antitümör,  antimikrobiyal 
özell ikler  göstermektedir  (Li  vd 2007;  Lee vd 
2008;  Chen vd 2011;  Yi  vd 2015) .  Öte yandan 
doğada biyouyumluluk ve biyobozunurluk özell iği 
bulunan kitosan (Choi vd 2015) ,  antienflamatuar, 
antibakteriyel ,  antifungal ,  antifungal  ve antit tümör 
etkileri  gibi  çeşit l i  biyoaktivitelere sahiptir  (Ong 
vd 2008;  Croisier  ve Jérôme 2013;  Zhang vd 2016) .

İnsan mesane kanseri  hücreleri  üzerinde yapılan 
çal ışmalarda kitosanın çeşit l i  mekanizmalar 
i le  s i totoksik etkiler  gösterdiği  bel irt i lmiştir 
(Hasegawa vd 2001;  Takimoto vd 2004) .  Ayrıca 
kitosan,  HepG2 hücrelerinde de sitotoksik etkiler 
göstermektedir  (Qi vd 2007;  Gibot vd 2015) .

P.  koraiensis  çam kozalaklarının su ekstraktları 
insan akciğer kanseri  hücrelerinde spesif ik hücre 
ölüm mekanizmaları  i le  s i totoksik,  antimetastatik 
ve antianj iogenik etkiler  göstermektedir  (Lee vd 
2018) .

Yeşi l  Çeliktaş ve arkadaşlarının yapmış 
olduğu bir  çal ışmada farklı  Pinus türlerinin ve 
standartlarının sitotoksik etkileri  incelenmiş ve 
bu farklı  Pinus türlerinden Pinus brutia ve Pinus 
sylvestris ’ in MCF-7 hücrelerinde sitotoksik etki 
gösterdiği  bel irt i lmiştir  (Yeşi l  Çeliktaş vd 2009) . 
Çam kozalağı  ekstraktlarının yedi  farklı  hücre 
hatt ındaki  (A375,  A549,  SH-SY5Y, MCF-7,  HeLa 
ve T29)   antiproliferatif  etki leri  incelenmiş olup 
en düşük antiproliferatif  etkinin MCF-7 ve A-375 

hücrelerinde,  en yüksek etkinin ise Lovo ve HeLa 
hücrelerinde meydana geldiği  bel irt i lmiştir  (Yi  vd 
2015) .

Yapmış olduğumuz çal ışmada elde ett iğimiz 
bulgular sonucu,  kitosan katkıl ı  yeşi l  ve siyah 
çam kozalağı  ekstraktlarının,  Yi  ve arkadaşlarının 
(2015)  elde etmiş olduğu etkiye kıyasla daha yüksek 
antiproliferatif  etki  gösterdiği  saptanmıştır.  Yi  ve 
arkadaşlarının (2015)  yapmış olduğu çal ışmada 
HeLa hücrelerine karşı  48 saatl ik inkübasyon 
süresinde yaklaşık %60 oranında antiproliferatif 
etki  saptanırken,  yapmış olduğumuz çal ışma 
sonucu ise kitosan katkıl ı  her iki  çam kozalağı 
ekstraktı  24 ve 48 saatl ik inkübasyon sürelerinde 
hücre canlı l ığını  %80’e kadar düşürmektedir.  Çam 
kozalaklarının hücreler  üzerinde tek başına ya 
da kitosan katkıl ı ,  yeşi l  ya da siyah çam kozalağı 
gibi  farklı  ekstraktlar  olarak kullanılması  etkiyi 
değişt irmektedir.  

Proboningrat  ve arkadaşlarının yapmış olduğu 
çal ışmada kitosan katkıl ı  Pinus merkusii  kabuğu 
ekstraktı  nanopartiküllerinin (Nano-PMBE) 
serviks kanseri  olan HeLa hücrelerindeki  etkileri 
araştır ı lmış ve 48 saat  inkübasyon süresinde 
IC 50 değeri  384.1µg/ml olarak belirt i lmiştir 
(Proboningrat  vd 2019) .

Yapmış olduğumuz çal ışmada,  kitosan katkıl ı 
Pinus brutia türünün çam kozalağı  ekstraktının 
24,  48 ve 72 saatl ik inkübasyon sürelerinde,  HeLa 
hücrelerinde IC 50 değerinin sırasıyla 200.5μg/
mL, 221.9μg/mL ve 352.3μg/ml olduğu saptanmış 
ve hücre canlı l ığı  üzerinde daha etkil i  olduğu 
belirt i lmiştir. 

Elde edilen bulgular sonucu kızı lçam kozalağının 
HeLa serviks kanseri  hücrelerinde ve MCF-7 
meme kanserinde doza ve zamana bağlı  s i totoksik 
etki  bel ir lenmiştir.   Kitosan katkıl ı  çam kozalağı 
ekstraktları  kitosan katkıl ı  olmayan ekstraktlarla 
karşı laşt ır ı ldığında daha etkil i  s i totoksisite 
göstermektedir.   Kitosan’ın,  pH’a duyarl ı  bir 
özell iğe sahip olması  sağlıkl ı  hücrelerden daha 
düşük pH’ya sahip olan tümör hücrelerinde spesif ik 
etki  göstermesini  sağlamaktadır.

Elde edilen bulgular,  Kızı lçam’ın  (Pinus brutia 
Ten.) ,  meme ve serviks kanserinin tedavisinde 
kullanılabilecek potansiyel  bir  a jan olduğunu 
göstermektedir  (Şefik 1964;  Kantarcı  1991; 
Gürboy 2007;  Karatepe vd 2014) .  Bu çal ışma 
sayesinde hem kızı lçam kozağının sitotoksik etkisi 
bel ir lenmiş olup hem de kitosanın hücre ölümünde 
etkiyi  artt ırdığı  görülmektedir.  Literatürde 
bu alanda yapılan çal ışmalar sınırl ı  olup daha 
fazla araştırma yapılmasının gelecekteki  kanser 
tedavilerinde alternatif  çözümler sağlayabileceği 
düşünülmektedir.
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