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Amac: Dogu Karadeniz bolgesi, farkli tibbi ve aromatik bitkileri barindiran zengin bir floraya sahiptir. Rize ve gevresinde bagta Arbutus unedo
(Kocayemis), Aronia melanocarpa (Rus yaban mersini), Fragaria vesca L. (Yabani ¢ilek), Frangula alnus (Barut agact), Ribes rubrum (Frenk tiziimii)
ve Solanum nigrum (Kopek tiziimii) olmak tizere ¢esitli meyveler dogal olarak yetismektedir. Bu ¢aligmada, adi gegen meyvelerden elde edilen metanol
Oziitlerinin insan retina pigment epitel hiicreleri (ARPE-19) ve insan serviks adenokarsinoma hiicreleri (HeLa) {izerindeki antiproliferatif etkinliklerinin
degerlendirilmesi amaglandi.

Araclar ve Yontem: Meyvelerin metanol ziitleri elde edilerek, gesitli konsantrasyonlarda ARPE-19 ve HeLa hiicre kiiltiir ortamlarina eklendi. Pozitif
ve negatif kontrol olarak sirasiyla, Taksol ve DMSO kullanildi. 48 saatlik inkiibasyon sonras1 dziitlerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri MTT testi
ile degerlendirildi. Istatistiksel analizler bagimsiz 6rneklem t-testi kullamlarak gerceklestirildi. p degeri 0.05’ten kiigiik olan sonuglar anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular: R.rubrum ve S.nigrum éziitleri iki hiicre hattinda da doza bagimli sitotoksik aktivite gostermisler, buna ek olarak A.melanocarpa ve F.vesca
Oziitleri yiiksek konsantrasyonlarda her iki hiicre hatti tizerinde sitotoksik etki gostermiglerdir. A.unedo ve F.alnus metanol oziitlerinin sadece HeLa
iizerinde doza bagimli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Sonug: A.unedo, A.melanocarpa, F.vesca, F.alnus, R.rubrum ve S.nigrum’un hem ARPE-19 hem de HeLa iizerindeki sitotoksik etkileri ilk defa bu
caligmada aragtirilmugtir. A.unedo ve F.alnus bitki ekstrelerinin antiproliferatif ve sekonder bilesenlerini belirlemek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Arbutus unedo, Frangula alnus, metiltiazol difenil tetrazolyum, serviks kanseri, sitotoksisite
ABSTRACT

Purpose: Eastern Black Sea region has a rich flora with different medicinal and aromatic plants. In particular, Arbutus unedo (Strawberry tree), Aronia
melanocarpa (Russian bilberry), Fragaria vesca L. (Wild strawberry), Frangula alnus (Alder dogwood), Ribes rubrum (Red currant) and Solanum
nigrum (Nightshade), various fruits grow indigenous to Rize and its vicinity. The aim of the study was to evaluate the anti-proliferative activity of these
fruits on human retinal pigment epithelial cells (ARPE-19) and human cervix adenocarcinoma cells (HeLa).

Materials and Methods: Methanol extracts of the fruits were obtained and added to ARPE-19 and HeLa culture medias at various concentrations.
Taxol and DMSO were used as positive and negative controles, respectively. After 48 hours of cell incubation, the cytotoxic effect of the extracts was
assessed by MTT. Cell viability values were calculated for each group. The statistical analysis of the data was performed using unpaired t-test. p values
less than 0.05 were considered significant.

Results: The extracts of R.rubrum and S.nigrum showed dose dependent cytotoxic activity against both cell lines. In additions, A.melanocarpa and
F.vesca extracts exhibited cytotoxic effect on both cell lines at higher concentrations. Methanol extracts obtained from A.unedo and F.alnus were
found to decrease cell viability in a dose-dependent manner only in HeLa cells.

Conclusion: The cytotoxic effects of A.unedo, A.melanocarpa, F.vesca, F.alnus, R.rubrum ande S.nigrum’un on both ARPE-19 and HelLa were firstly

investigated in this study. To underline the antiproliferative effects of. A.unedo and F.alnus extracts as well as their seconder components further
studies are needed.
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GIRiS

Kontrol edilemeyen hiicre boliinmesi olarak tanimlanan kanser,
giiniimiizde diinya capinda bir saglik problemi olmaya devam
etmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) 2018 yilinda diinyada
toplam 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve buna bagl olarak 9.6

milyon dliim gergeklesecegini rapor etmistir.t

Rahim agz1 kanseri (Serviks kanseri), rahmin serviks adi verilen
kisminda goriilen ve insan papilloma viriisii (HPV)’niin varlig: ile
iliskili olan bir kanser tiiriidiir.> Globocan’ nm istatistik verileri,
2018°de serviks kanserine bagli olarak diinya genelinde 570.000
yeni vaka ve 311.000 6liimiin gergeklesecegini gostermistir.® Cinsel
yolla bulagan enfeksiyonlara neden olan HPV, cinsel agidan aktif
olan kadmlarda daha sik goriiliir. Epidemiyolojik calismalarin
sonuglarina gore, kadinlarda meme kanserinden sonra en sik goriilen
ikinci kanser tiirii olarak diinya genelinde her 2 dakikada bir kadinin
6liimiine neden olmaktadir.*® Diinyada genellikle 50-59 yaslari
arasinda goriilen serviks kanseri, lilkemizde 40-60 yas grubunda
daha siklikla goriilmektedir.® Serviks kanseri erken tan1 durumunda
tamamen tedavi edilebilen bir kanser tiirii olup, rahim agzi tarama
testi PAP veya son yillarda onerilen HPV DNA testi uygulanarak
kolaylikla tanis1 yapilabilmektedir.®

Bitkilerin kanser dahil ¢esitli hastaliklarda koruyucu olarak
kullanimlari insanlik tarihi kadar eskidir.” Giiniimiizde kanser
tedavisinde kullanilan ilaglari %60’ 1mn bitki kdkenli dogal tirlinler
ve tiirevleri oldugu bildirilmistir.2 Bundan dolay: literatiirde birgok
aragtirmaci,  bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin
antikarsinojenik ajan olabilme potansiyellerini aragtirmustir.%1°
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2003 yili raporunda minimim 400g
meyve ve sebze tliketen bireylerin bazi ciddi hastaliklardan
korunabilecegini rapor etmistir.* Buna ilaveten, literatiir kaynaklar
bitkilerden elde edilen bazi sekonder bilesenlerin serviks kanser
hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik etki gostererek cogalmalarini inhibe

ettigi saptanmustir.?

Bu calismada, Rize ve ¢evresinde yetisen bes aromatik bitkinin
meyveleri toplandi. Bunlardan biri olan Arbutus cinsi Ericaceae
familyasima ait, dort mevsim yesil kalan, kisa boylu ve meyvesi
yenebilen bir ¢ali tirlidir. Buzlanma ve yaz kurakliginm
yasanmadig1 Giiney, Orta ve Bat1 Avrupa, Bat1 Asya ve Kuzeybati
Afrika’da yaygindir.®® Bitki iilkemizde ise kiyilarda ormanlik
alanlarda dogal olarak yetismektedir.*

Bu tiir geleneksel olarak halk tarafindan kullanilmakta olup

meyvelerinin antiseptik, laksatif ve ditiretik, yine yapraklarinin

vasokonstriiktr, iriner antiseptik, antidiyaretik, ditiretik, ve
depiiratif etkilerinin olabilecegi c¢esitli arasgtirmacilar tarafindan
bildirilmistir.!>!6 Yapilan epidemiyolojik galismalarin sonuglar
incelendiginde kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklara karst
korunma yollarindan birinin agirlikli olarak sebze ve meyve
tiikketmek oldugu belirtilmektedir. Bunun nedeni, bitkisel gidalarin C
ve E vitamini gibi antioksidanlar ve fenolik bilesikler bakimmdan

zengin igerige sahip olmasidir.1®7

Arbutus cinsine ait baz tiirlerin ¢esitli fitokimyasallar, 6zellikle de
polifenol bilesikleri bakimindan zengin oldugu, bu bilesiklerinse

kanser riskini azalttig1 gesitli aragtirmalarla da rapor edilmistir.8

Rosaceae familyasimin Aronia cinsi Kuzey Amerika’nin dogusu,
Florida ve Hindistan’da dagilim gostermektedir. Bu meyvenin en
6nemli oOzelligi antosiyaninler, sekerler (glukoz, fruktoz, siikroz),
organik asitler, pektinler, fenolik bilesikler, tanen, selilloz ve
vitaminler (C, karoten, E, K, PP, B2, B9, folik asit) gibi bilesiklerce
zengin olmasidir.’® Klorojenik asit, kesretin ve siyanidin serbest
radikal temizleyici ve demir selatdrleri olarak etki gdstermektedir.?
Meyveler fenolik bilesikler bakimindan zengin olup yiiksek
antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin oldugu literatiirde
bildirilmistir.?* Bunlara ek olarak bazi in vitro calismalarda,
Aronida’dan elde edilen oziitlerin antikanser etkili olabilecegini

saptamislardir.??

Rosaceae familyasinin bir diger iiyesi olan Fragaria cinsinin
anavatan1 Kuzey ve Giliney Amerika’dir. Dogu Karadeniz bolgesi
gibi 1liman ve subtropikal iklime sahip bolgelerde de dogal olarak
yetismektedirler.?® En gok gida alaninda kullanilmakta olup ayrica
istah acici, antidiyareik, idrar yollar1 antiseptigi, agik yaralarin
kapatilmasi, derideki sivilce ve lekelere karsi etkilerinden dolay1
geleneksel tedavide de kullanilmaktadir.?* flag yapiminda sikca
kullanilan yapraklarinin tanen ve flavanoit tiirevleri, karbonik ve
anorganik asitlerce, meyvelerinin de vitamin, mineral ve ugucu yag
bakimindan zengin oldugu bilinmektedir. Serviks ve kolon kanseri
hiicre kiiltiirleri lizerinde meyve Oziitlerinin etkisi incelendiginde
Oziitiin kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve tiimdriin

baslangi¢ asamasimni durdurdugu bildirilmistir.?

Rhamnaceae familyasina ait Frangula en sik Kuzey Anadolu
bolgesinde goriilmektedir. Ozellikle Rhamnus frangula pontica tiirii
yalnizca Dogu Karadeniz bélgesinde Giresun, Trabzon, Rize ve
Artvin illerinde yetismektedir.?8 Kabuk, yaprak ve meyve gibi bircok
organi zehirlidir. Yapisinda %2 oranlarinda antrasen tiirevi bilesikler

icerir. Diigiik doz verildiginde laksatif olarak etki ederken, yiiksek
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doz verildiginde antagonist etki olusturmaktadir. Kabuklarmdaki
yiiksek miktardaki antrakinon bileseni sayesinde giiglii antioksidan
etkinlik gosterir. Avrupa ve Amerika’da bazi tiirleri; diiiretik,
laksatif, mide diizenleyici ve spazmolitik etkilerinden faydalanilarak

ilag yaprminda kullanilmaktadir.?’

Grossulariaceae familyasindan Ribes cinsinin diinyada 200,
Tiirkiye’de 7 tiiri bulunmaktadir.?® Cogunlukla kuzeydogu
Anadolu’da  yetisen bu bitkinin yapraklar1  diiiretik  ve
antiromatizmal, meyveleri ise laksatif olarak, ayrica mide ve st
solunum yollari rahatsizliklarinda halk tarafindan
kullanilmaktadir.?°3° Vitamin, mineral, fenolik bilesiklerce oldukga
zengin olan R. rubrum iyi bir antioksidan kaynagidir. Bu nedenle
halk arasinda birgok hastalikta oOzellikle de idrar yollari

enfeksiyonlarma kars1 kullanilmaktadir. 313

Solanaceae familyasinin diinya genelinde 85 cins ve 2200” den fazla
tiirii, Tiirkiye’de ise sadece 9 cins ve 31 tiirii bulunmaktadir. Bu
familyadaki bitkilerden tropan alkoloitleri tagiyan tiirleri zehirlidir
ve ilag sanayinde siklikla kullanilmaktadir.®® Bu familyada yer alan
S. nigrum yaprak ve meyvelerinde solanin alkaloidine sahiptir ve
yatigtirici/uyusturucu etki olusturur. Bu nedenle agri kesici olarak
astim, epilepsi ve romatizma hastaliklarinda kullanilmaktadir.
Solanaceae familyasindaki bitkilerin temel bilesenlerinin oleik asit,

linoleik asit ve palmitik asit oldugu bildirilmistir.34

Yaban meyvelerinin  halk  hekimliginde yogun olarak
kullanilmasindan dolay1, biyolojik ozelliklerinin tespiti oldukca
o6nem arz etmektedir. Bu ¢aligmada; A.unedo, A.melanocarpa,
F.vesca, F.alnus, R.rubrum ve S.nigrum’dan elde edilen metanol
oziitlerinin kanser (HeLa) ve normal (ARPE-19) hiicre hatlar

tizerindeki anti-proliferatif etkileri arastirildi.
ARACLAR VE YONTEM
Bitkisel oziitlerin hazirlanmasi

Bu c¢aligmada kullanilan Arbutus spp. ve Ribes spp. halk pazarindan
satin almmustir. Geriye kalan meyve tiirleri Rize’nin Ikizdere
ilgesinde, yiiksek kesimli ve hava kirliligi oraninin az oldugu
diistiniilen bolgelerden toplanilmistir. Aronia spp., Fragaria spp.,
Frangula spp. ve Solanum spp. cinslerinin meyveleri yaz ve
sonbahar aylarinda toplanarak o6ziit yapilincaya kadar -20°C de
muhafaza edilmistir. Donmus meyveler havanda ezilerek homojen
hale getirilmistir. Meyvelerin metanol 6ziitii, 15-20 gr. homojen
meyve materyali ve 100 ml ¢dziicii ile oda sicakliginda 24 saat

karigtirtlmis, sonra filtre kagidindan siiziilen oziitlerin ¢oziiciisii

rotary-evaporator (LabTech EV311) kullanilarak uzaklastirilmustir.
Elde edilen oziitlerin stok soliisyonlar1 50 veya 200 mg/ml olacak
sekilde dimetil siilfoksitde (DMSO/Santa Cruz Biotechnology)
hazirlanmis ve  -20°C’de saklanmustir. Oziitler ve kontrol DMSO
farkli konsantrasyonlarda hiicreler lizerine ilave edilerek, 48 saat
stire ile 37°C’de, %5 COz igeren inkiibatérde bekletilerek sonuglar

degerlendirilmistir.
Hiicre Kiiltiirii ve Ekstre Konsantrasyonlarinin Uygulanmast

ARPE-19 (insan retina pigment epitel hiicreleri) Turgut Ozal
Universitesi’nden, HeLa (serviks epitelyum adenokarsinoma) ise

Yeditepe Universitesi’nden temin edilmistir.

Hiicre hatlari, RPMI (Roswell Park Memorial Institude)/(Biowest),

%10 FBS (Fetal bovine serumu)/(Gibco), 100 pg/ml
streptomisin/penisilin  sollisyonundan olusan besiyeri ortaminda,
37°C’de %5 CO2 destekli inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin
yeterince  ¢ogalip  ¢ogalmadigimin  ve  hiicre canliligin
degerlendirilmesi i¢in, hiicreler tripan mavisi (Sigma) ile boyanarak
sayim yapilmistir. Kanser hiicre hatlarinin (HeLa) hiicre yogunlugu
1x10%/100 pl ve diploid hiicre hatt1 (ARPE-19) 2x103/100p1 hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikropleytlere ekimleri yapilmis ve 24
saat sonra inverted mikroskop ile gdzlenerek adere olup olmadiklari
gozlemlenmistir. Adere olmus saglikli kiiltiirlere test maddelerinin
istenilen baglangi¢ konsantrasyonlari ve kontrol maddesi olarak
DMSO (%0,4) mikropleytlerin ilk kuyucuklarina eklenerek seri
dilisyonlar1 yapilmigtir (800; 400; 200; 100; 50 pg/ml). Pozitif
kontrol olarak tek bir kuyucuga taksol konularak, mikropleytler %5
CO2’ li inkiibatérde, 37°C'de 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Deneyler birbirinden bagimsiz liger kez ¢alisilmigtir.
MTT Testi

Sitotoksik aktivite 1983’te Mosmann tarafindan yayinlanan
protokole gore test edilmistir.3> MTT testi; kolorimetrik bir ydntem
olup,  hiicrelerin canligin1  ve proliferasyonu  Slgmede
kullanilmaktadir. Yontem canli hiicrelerdeki mitokondrilerde
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolium bromiir (MTT/Sigma) boyasindaki tetrazolium

bulunan dehidrogenazlarm

halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir.

Meyve oziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi plaklarin
inkiibasyon siireleri sonunda, her bir kuyucuga daha once suda
¢oziindiiriilmiis ve -20°C’de saklanan MTT stok soliisyonundan
(5mg/ml) 10 pl eklenmistir. Plaklar 4 saat inkiibasyona birakilmis ve

siire sonunda 500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra
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kuyucuklardaki vasat ¢ekilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga
insoluble formazan kristallerinin ¢oziinmesini saglayacak 100 pl
DMSO ilave edilmis ve 37°C’deki inkiibatorde 10 dakika
bekletilmigtir. Absorbans 6lgiimii oncesinde plaklar ¢6ziinmenin
1-2 dk. plak
calkalayicisinda ¢alkalanmigtir. Olusan renk reaksiyonu ELISA
cihazinda (BioTek ELX800) 570 nm dalga boyunda absorbans

tamamen gerceklesmesi i¢in 150 rpm’de

degerleri (O.D) olarak okutulmustur. Yiizde ¢ogalma inhibisyonunu

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir;

% ¢ogalma inhibisyonu = [(Kontrol O.D - Orek 0.D) / Kontrol
0.DX100]

Mikroskobik Analizler

Morfolojik analizler 2016°da Eksi ve ark. tarafindan yayinlanmis
protokole gére yapilmustir.® Kisaca, 500 pg/ml meyve oOziitleri,
vasat, 5 nM taksol ve %0.4 DMSO (kontrol) ile 24 saat 37°C’de
inkiibe edilen non-transformed (ARPE-19) ve transformed (HelLa)
hiicreler iizerindeki morfolojik degisiklikler inverted mikroskop
(Olympus inverted mikroskobu CKX41, 10X) ile incelenmis ve

sonuglar fotograflanmustir.
Istatistiksel Analiz

Deney gruplari arasindaki istatistiki dnem degeri bagimsiz 6rneklem
t-testi kullanilarak belirlenmistir. p degeri 0.05’ten kiigiik olan

sonuglar anlamli olarak kabul edilmistir.
BULGULAR
MTT bulgulart

Sekil 1: Meyvelerden elde edilen metanol 6ziitlerinin non-
transformed (ARPE-19) ve transformed (HeLa) hiicre hatlar
tizerindeki anti-proliferatif etkilerini gostermektedir. Ribes spp. ve
Solanum spp. oziitlerinin biitiin konsantrasyonlarda ARPE-19 ve
HeLa hiicre hatlar1 lizerinde doza bagli olarak sitotoksik etkisi
oldugunu goéstermektedir. Aronia spp. ve Fragaria spp. 6ziitlerinin
ise yiiksek konsantrasyonlarda her iki hiicre hatt1 iizerinde anti-
proliferatif etki gosterirken, azalan konsantrasyonlarda bu etkinin
her iki hiicre hatt1 {izerinde de tamamen kayboldugu saptanmustir.
Aronia spp metanol 6ziitii 400 pg/ml’de ARPE-19’da %35.64,
HeLa’da ise %54.22 ¢ogalma inhibisyonuna neden olmustur (Sekil
1, Tablo 1). Bu konsantrasyondaki p=0.0032 hesaplanmis olup,
ARPE-19 ve HeLa hiicre hatlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).

Buna ek olarak, Arbutus spp. meyve Oziitii sonuglari
degerlendirildiginde, 800 pg/ml ve 400 pg/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda diploid hiicre hatt1 (ARPE-19) ve serviks kanser
hiicre hatt1 (HeLa) {izerinde hafif anti-proliferatif etki gosterdigi ve
ARPE-19’da sirastyla %26.37 ve %14.86; HeLa’da sirasiyla %46.70
ve %37.51 biiyiime inhibisyonuna neden olmustur. Oziitiin seri
dilisyonlarla konsantrasyonu disiiriildigiinde (200 pg/ml, 100
pg/ml ve 50 pg/ml) ARPE-19 hiicreleri tizerindeki etkinin tamamen
yok oldugu fakat HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinin az da
olsa devam ettigi tespit edilmistir. Frangula spp. meyve 6ziitii 800
pg/ml dozda HeLa hiicrelerinin %63.53 nu inhibe ederken, ARPE-
19 hiicrelerinin sadece %35.88’inde etkili oldugu bulunmustur. 400
pg/ml ve alt konsantrasyonlarda diploid hiicre hatti (ARPE-19)
iizerindeki 6ziit etkisi yok olurken, serviks kanser hiicresi (HeLa)
iizerinde ki antiproliferatif etkinin doza bagli olarak devam ettigi
saptanmigtir (Sekil 1, Tablo 1). ARPE ve HeLa hiicre hatlar
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
400 pg/ml konsantrasyondaki p degeri hesaplanmis ve sonug
0.0107 olarak ~ bulunmustur. ICsop  degerleri ARPE igin
hesaplanamazken HeLa hiicreleri i¢in bu deger 476 pg/ml olarak

hesaplanmustir.
Morfolojik Degigimlere Ait Bulgular

Bitki oziitleri ve kontrollerin non-transformed (ARPE-19) ve
transformed (HeLa) hiicreler iizerinde olusturdugu morfolojik
degisiklikler Sekil 2°de sunulmustur. Pozitif kontrol taksol sadece
HeLa hiicreleri iizerinde morfolojik degisikliklere neden oldugu
goriilmektedir. Sonuglar ayrica HeLa hiicrelerinin ARPE-19’a
oranla Arbutus spp., Aronia spp. ve Frangula spp. 6zitlerine karsi
daha hassas olabilecegini gostermektedir. Ribes spp. ve Solanum
Spp. Oziitlerinin ise her iki hiicre hatt1 {izerinde de morfolojik etkileri

saptanamamuigtir.

TARTISMA

Son yillarda bitki kokenli molekiiller, antineoplastik 6zelligi olan
birgok ilacin hammaddesini olustursa da daha fazla bitki kaynakl
yeni ajanlara ihtiyag duyulmaktadir. Bircok hastaligin tedavisinde
adjuvant etki olusturmak i¢in kullanilan tibbi aromatik bitkiler
kanser tedavisinde destekleyici olaraktan kullanilmaktadir.® Bu
baglamda, ¢alismamizda insan ARPE-19 epitel hiicreleri ve HeLa
serviks kanser hiicre hatlarinda Arbutus spp., Aronia spp., Fragaria
spp., Frangula spp., Ribes spp., ve Solanum spp. nin meyvelerinden
elde edilen metanol Oziitlerinin sitotoksik etkileri arastirilarak

terapdtik 6zelliklerinin olup olmadigini test edilmistir.
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Tablol. Metanol Oziitlerinin Hiicreler Uzerindeki % Biiyiime Inhibisyonu

MEYVE METANOL OZUTLERI

Arbutus Aronia Fragaria Frangula Solanium Ribes
HUCRELER ARPE HelLa ARPE HelLa ARPE HelLa ARPE HelLa ARPE HelLa ARPE HelLa
Konsantrason/ug/ml
800 26.37 46.7 43.75 63.74 43.91 51.44 35.88 63.53 37.27 37.83 43.69 44.84
400 14.86 37.51 35.64 54.22 32.92 29.52 7.00 40.90 29.99 35.85 37.75 28.78
200 1.23 27.10 -5.85 25.67 11.62 4.33 3.90 27.28 27.83 27.12 30.28 16.10
100 -5.99 24.58 -5.25 8.47 1.55 -0.20 -0.14 22.23 15.90 16.46 19.57 8.72
50 1.67 27.48 -6.07 3.79 -0.61 -4.62 -2.69 13.07 6.78 12.32 15.20 9.75
1Cso pg/ml HE HE HE 343.4 HE >800 HE 476.5 HE HE HE HE
HE:hesap edilmedi. Not: (-) hiicre cogalmasinin devam ettigini gostermektedir. IC50 ug/ml: Hiicrelerin %50 sini oldiiren ug/ml’deki oziit miktarr.
50 v gy g 7 .o < - ] cwe
ARPE-19 %Cogalma Inhibisyon Grafigi Hela %Cogalma Inhibisyonu Grafigi
40 + o

g 50

5 30 | B Arbutus spp § | Arbutus spp

2 ® Aronia spp. g 40 m Aronia spp.

- ’

é 20 1 Fragania spp E 30 + Fragaria spp

.§ 10 1 WFrangulaspp. § 20 | Frangula spp.

¥ B Ribes spp. ; M Ribes spp.

0 ¢ .l -l u Solanum spp 10 I m Solanum spp.
50 00 00 400 800 04 ,
50 100 200 400 800

-10
Meyve dzutlerinin konsantrasyonu (ug/ml) .10
Meyve dzutlerinin konsantrasyonu (ug/ml)
Sekil 1. Metanol Oziitlerinin Hiicreler Uzerindeki % Biiyiime inhibisyonu
Media DMSO Taksol Arbutus spp. ~ Aromiaspp.  Frangulaspp.  Ribes spp. Solanum spp.

Sekil 2. Metanol Oziitii ve Kontrollerin (Media, DMSO, taksol) Hiicreler Uzerinde Olusturdugu Morfolojik Degisiklikler
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Serviks kanseri tedavisinde kullanilan ilaglarin biiytik bir kism1 bitki
kokenli olup, taksol, kamptotesin ve combretatatin bunlardan
birkacidir. Joseph ve ark. (2018) bitkilerden elde edilen 6ziit veya
bilesiklerin serviks kanser hiicre hatlarim (HeLa, SiHa, C-33A)
apoptozis yolagmi indiikleyerek bu hiicrelerin biiyiimesini inhibe

ettiklerini rapor etmislerdir.'?

Caligmamizda toplam alt1 adet bitki kullanilip non-transformed ve
transformed hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri arastirilmustir.
Bunlardan ikisinin, (Arbutus spp. ve Frangula spp.) metanol
oziitlerin HeLa hiicrelerindeki mitokondriyal aktivasyon absorbans
degerlerini 6zellikle 400 ve 800 pg/ml konsantrasyonlarinda anlamli
diizeyde azalttigi gozlenmistir. Antiproliferatif etki en fazla 800
pg/ml 6ziit konsantrasyonunda belirlense de diisiik dozlarda non-
transformed ARPE-19 hiicreleri ile transformed HeLa hiicreleri
arasindaki  biiylimeyi engelleyici aktivite farkliligi HelLa
hiicrelerinde daha belirgin hale gelmistir (Sekil 1, Tablo 1). Yapilan
istatistik analiz sonucunda, transformed ve non-transformed hiicreler
anlaml

arasinda gozlenen farkliliklar p<0.05 seviyesinde

bulunmustur.

Arbutus unedo ile yapilan bazi ¢aligmalar bu bitkinin kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkili olabilecegi gosterilmistir.
Bunlardan bir tanesinde A.unedo elde edilen fenolik bilesiklerin
kolon kanser hiicre hatlarinda (HTC-116, LoVo) ROS olusumunu
indiikleyerek bu hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigi fakat normal
hiicre hattt HDF (human dermal fibroblast) iizerinde etkinin daha
minimal diizeyde oldugunu géstermislerdir.¥” Olivera ve ark.
2019°da yaptiklar1 bir ¢alismada, bitkinin yapraklarindan elde
ettikleri bazi1 spesifik lektinlerin kolon kanser hiicre hattt HT29
ylizeyindeki reseptorlere baglanarak anti-tiimor aktivite gosterdigini
saptanmislardir.® Literatiirde, lektinlerin hiicre yiizeylerindeki
glikozillenmis reseptdrlere baglanarak apoptoz yolagmni tetikledigi
ve bunun sonucunda anti-tiimér etki gosterebildikleri bildirilmisgtir.%°
Sonuglarimiz literatlir bulgular1 ile paralellik gostermis olup,
A.unedo’nun metanol Ozitinin kanser hiicre hatti HeLa

hiicrelerinde antiproliferatif etkiyi sahip oldugu saptanmustir.

Calismada kapsaminda arastirilan deger bir bitki olan Frangula spp.,
yapisinda antranoid denilen aktif bilesenleri bulundurur. Bu madde
bitkinin laksatif karakter gdstermesinde rol oynar. Kronik kabizlik
¢eken hastalarin uzun siireli antranoid iceren laksatif ilag
kullanmalarinin kolorektal kanser riskini arttirdig1 kesfedilmistir.*
Buna karsin, tohumlarindan elde edilen 6ziitiin lenfositik 16semiye

(P-388) kars1 belirgin anti-losemik etkisi oldugu agiklanmistir.*!
Yine 2016 yilinda yapilan in vitro bir ¢aligmada Frangula spp.

Oziitlerinin meme kanseri MCF7 hiicre hattin lizerinde sitotoksik

etkili oldugunu bulmuslardir.*?

Caligmamizda Arbutus spp. ve Frangula spp.’nin ham oziitleri
kullanilmistir  olup fito-kimyasal icerikleri bilinmemektedir.
Dolayis1 ile bitki oziitlerinin igerigindeki hangi madde veya
maddelerin HeLa hiicreleri {izerinde sitotoksik etkiyi olusturdugu

hakkinda degerlendirme yapilamamaktadir.

Calismada kullanilan bu iki meyve Oziitiinin Hela ve ARPE-19
hiicrelerinde olusturdugu biiyiime inhibisyonu farkliliklarinin
istatistiksel olarak anlamli bulunmasi, O6ziitlerin anti-timdr ajan
potansiyelinin olabilecegi diistiniilmekte ise de bunun ortaya

¢ikarilmasi igin daha detayli caligmalara gerek duyulmaktadir.

Calismada kullandigimiz diger bir bitki olan Aronia melanocarpa
Oziitiiniin pankreas kanseri lizerinde etkili olup kanser hiicrelerini
apoptoz yolagimi tetikledigi ve bu nedenle de A.melanocarpa’nin
kemoterapi  ilaglarinda  takviye  olarak  kullanilabilecegi
bildirilmistir.** Ayrica kandaki total kolesterolii azalttigi ve insan
karaciger kanser hiicresi (HepG2), kolon kanser hiicresi (Caco-2) ve
serviks kanser hiicre hatlar1 (HeLa) tizerinde yiiksek anti-proliferatif
etkinlik gosterdigi bildirilmistir.***® Calismamzda, Aronia nin
ozellikle yiiksek konsantrasyonda HeLa hiicrelerinde biiylime
inhibisyonuna neden oldugu saptanmis olup, bulgular literatiirle
uygunluk goéstermistir. Yukaridaki ¢aligmalar A.melanocarpa’nin
polifenol igeriginin yiiksek oldugu ve antiproliferatif etkinin bundan

kaynaklandigimi bildirmislerdir.

Ribes sp. ve Solanum sp. Oziitlerinin biitiin konsantrasyonlarinda
ARPE-19 ve HeLa hiicrelerinde doza bagl olarak canliligi 6nemli
oranda azalttiklar1 ve sitotoksik etki gosterdikleri saptanmis olup
trasformed ve non-trasformed hiicreler arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug olarak, caligmada kapsaminda segilen bitkiler sitotoksik
aktivite bakimmdan aragtirilmigtir ve 6zellikle A.unedo, F.alnus
Oziitlerinin ~ serviks kanser hiicre hattt (HeLa) iizerinde
antiproliferatif etkinlikleri saptanmistir. Caligmada bitkilerin ham
ozitleri kullanilmistir olup fito-kimyasal igerikleri bilinmemektedir.
Oziitlerin ~ anti-kanser  potansiyellilerinim  olup  olmadiginim
belirlenebilmesi i¢in 6ziit icerigindeki etken madde/maddelerin
belirlenerek, bunlarin HeLa veya farkli orjinli hiicreler iizerinde test
edilerek, hiicre igindeki etkin mekanizma/ mekanizmalarin ortaya

konmasi gerekmektedir.
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