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Ozet

Amag: Bir¢ok Psephellus ve Centaurea tiirii antipiretik, antiinflamatuar, ditiretik ve sitotoksik gibi 6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir. Son giinlerde
kanserde terap6tik amaglar i¢in bitki kaynakli bilesiklerin kullanimina olan ilgi artmaktadir. Karaciger kanseri tiim diinyada milyonlarca insan1 etkilemek-
tedir. Bu nedenle tedavi i¢in ortaya konan herhangi bir yaklasim son derece degerlidir. Bu galigmada, insan karaciger kanseri hiicresi (HepG2) kullanilarak
P. pyrrhoblepharus bitkisinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanmis olan metanol:su (1:1), kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin sitotoksik potansiyelinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontemler: Endemik bir bitki olan Psephellus pyrrhoblepharus (Boiss.) Wagenitz, Elazig, Tiirkiye’den toplanarak ekstreler hazirlanmistir. Eks-
treler farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 200 ug/ml) farkli zaman noktalarinda (6, 12, 24 s) insan karaciger kanser hiicre hatlarma (HepG2) uygulanmis ve
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenltetrazolyumbromit (MTT) metodu kullanilarak hiicre canliligindaki degisim 6l¢tilmiistiir.

Bulgular: Sitotoksisite ile ilgili olarak, farkli zaman noktalarinda ekstrelerin maruziyetlerinin ardindan hiicre canliliginin azaldigi gézlenmistir. Bununla
birlikte, en yiiksek sitotoksik aktivite, 24 saatte 100 ug/mL konsantrasyondaki kloroform ekstresinde gozlenmistir (p<0.05). Bitkinin kloroform ekstresi,
metanol:su ve n-hekzan ekstreleri ile karsilastirildiginda 12 saatte 200 ug/ml konsantrasyonda en yiiksek sitotoksik etkinligi gostermistir (p<0.05).

Sonug: P. pyrrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma hiicrelerinde doza ve zamana bagli bir sekilde sitotoksik etki gosterdigi ileri siiriilebilir. Genel
olarak elde edilen sonuglar, toksisite tehlikesi olmadan farkli uygulamalarda kullanilabilecek P. pyrhoblepharus ekstrelerinin esik konsantrasyonlar: hak-
kinda bilgi saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Psephellus pyrrhoblepharus, Sitotoksik aktivite, HepG2, MTT

Abstract

Objective: In Psephellus and Centaurea genuses,various species have important pharmacological activities like antipyretic, antiinflamatory, diuretic, cyto-
toxic etc. The interest in use of plant-derived compounds for therapeutic purposes in cancer is increasing day by day. Liver cancer affects millions of people
all over the world. So, any therapeutic approach to treat liver cancer is extremely valuable. In this study, it was aimed to evaluate the cytotoxic potential of
methanol: water (1: 1), chloroform and n-hexane extracts prepared from the aerial parts of P. pyrrhoblepharus plant using human liver cancer cells (HepG2).

Materials and Methods: The endemic plant Psephellus pyrrhoblepharus (Boiss.) Wagenitz (Centaurea pyrrhoblephara) wascollected from Elazig, Turkey
and extracts were prepared. Human liver cancer cell (HepG2)were treated by different concentrations (50, 100, 200 pg/mL) of extracts at different time po-
ints (6, 12 and 24 h) and the changes in cell viability were measured by using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) assay.

Results: Regarding the cytotoxicity, cell viability was observed to decrease following extract exposures at three different time points. The highest cytotoxic
activity was foundat 100 pg/mL concentrations of chloroform extract at 24 h(p<0.05). At 12 h, chloroform extract of plant showed the highest cytotoxic
activity at 200 pg/mL concentrations when compared to methanol:water and n-hexane extracts.

Conclusion: It can be suggested that extracts of P. pyrrhoblepharus show dose-dependent and time-dependent cytotoxic effects in HepG2 carsinoma cells.
In general, the results provide information about the threshold concentrations of P. pyrrhoblepharus extracts that might be used in different applications
without the risk of toxicity.

Keywords: Psephellus pyrrhoblepharus, Cytotoxic activity, HepG2, MTT

Yazisma adresi:

Pelin TASTAN, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali, izmir, Tiirkiye

Telefon: +905339637417, Mail: pelintastan35@gmail.com

ORCID No (Sirasiyla): 0000-0003-0913-5369, 0000-0001-6466-2263, 0000-0002-2786-6141, 0000-0001-7645-1930
Gelis Tarihi: 31.08.2020

Kabul Tarihi: 23.12.2020

DOI: 10.17517/ ksutfd.788445



TASTAN ve ark.

GIRIS

Asteraceae familyasinda yer alan Psephellus ve Centaurea
cinslerine ait tiirlerin bir¢ok farmakolojik aktiviteye sahip
oldugu yapilmis olan ¢aligmalarla gosterilmistir (1-10). Bun-
lar igerisinde en ¢ok bilinenler antiinflamatuar, antipiretik,
sitotoksik, ditiretik, ekspektoran, antidiyabetik ve emme-
nagog seklindedir. Psephellus pyrrhoblepharus bitkisi, daha
once Centaurea genusu igerisinde incelenmis olmakla bir-
likte morfolojik, anatomik, karyolojik ve palinolojik incele-
meler sonucunda Psephellus genusu igerisine alinmis olan 12
Centaurea tiiriinden biri olmustur. Halk arasinda Psephellus
genusu ‘tiillibag’ adi ile bilinmektedir. Bu bitkinin sinonim
isimleri Aetheopappus pyrrhoblepharus (Boiss.) Sosn. ve Cen-
taurea pyrrhoblephara (Boiss.)d1r. Bu ¢aligma icin Elazig bol-
gesinden toplanmus olan P pyrrhoblepharus tiirii, endemik
olup Tiirkiye'de Orta ve Dogu Karadeniz bolgeleri, Yukar1
Kizilirmak bélgesi, YukariFirat bolgesi ve Erzurum ve Kars
bolgelerinde yayilim gostermektedir (11,12). Elazi§ yoresin-
de yapilmis olan etnobotanik ¢alismalarda ve kaynaklardan
elde edilmis olan bilgiler 15181nda, Psephellus pyrrhoblepharus
(Boiss.) Wagenitz bitkisinin yore halk: tarafindan ‘deli tiili-
bitkisinin geleneksel kullanimina dair herhangi bir ¢aligma
bulunmasa da, ayni cinse ait Psephellus appendicigerus, Psep-
hellus erzincanii ve Psephellus karduchorum bitkilerini de ige-
ren birgok tiiriin yara iyilestirici olarak ve abse tedavisinde
kullanildig: yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir (10, 14). Bu
da, caliygmamizda segilen bitkinin potansiyel olarak terapotik
etkiye sahip olabilme ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Kanser, yaklasik 14 milyon yeni vaka ve 8 milyon 6liimle
birlikte morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Tiir-
kiyede 6liim sebepleri arasinda iskemik kalp hastaliklar1 son-
rasinda 2. sirada yer almaktadir. Karaciger kanseri tiim diin-
yada milyonlarca insani etkileyen 6nemli bir kanser tiirtidiir.
Uluslararas: kanser ¢aligmalar: ve istatistikleri tizerine bilgi
veren Diinya Saglk Orgiitii kaynakli Globocan 2012 verile-
rine gore, diinyada erkeklerde en sik goriilen 5. kanser tiirii
olarak gosterilmigtir (15). Son zamanlarda kansere kars: te-
rapotik amaglar icin bitkisel kaynakl bilesiklerin kullanimi-
na olan ilgi gitgide artmaktadir. Bu sebeple, karaciger kanse-
rini tedavi etmek i¢in herhangi bir yaklasimin énemi oldukga
biiytiktiir. Bu ¢alismanin amaci, Psephellus pyrrhoblepharus
(Boiss.) Wagenitz bitkisine ait farkli ekstrelerin karaciger
kanseri hiicrelerinde doza bagli yanitini karsilagtirmaktir.

GEREC ve YONTEMLER

Bitkisel Materyal

Psephellus pyrrhoblepharus bitkisi, Elazig ili Harput ilgesi
Buzluk Magaras1 kuzey yamaglarinda, kayaliklardan (1500
m kadar yiikseklikten) 2016 Mayis-Haziran aylarinda, bitki
¢igekli halde iken toplanmuistir. Bitkinin teshisi Do¢.Dr. Ugur
Cakilcioglu tarafindan gergeklestirilmistir. Bitkiye ait herbar-
yum 6rnekleri ise Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farma-
kognozi Anabilim Dali Herbaryumunda 1464 numarali her-

baryum olarak saklanmaktadir. Bitkinin toprak iistii kisimlari
safsizlik ve kirliliklerinden armdirilip kii¢iik pargalara boliin-
miis ve kurutulmustur. Bu kisimlar metanol ile perkole edil-
mistir. Seryum stilfat ile ince tabaka kromatografisinde verdigi
renklerin kontroliine gére perkolasyona son verilmistir. Elde
edilen metanol ekstresi metanol:su (1:1) ile muamele edilmis
ve sonrasinda sirastyla n-hekzan ve kloroform ile ekstre edil-
mistir. Ayr1ayri diigitk vakumda ¢oziiciilerinden arindiriliktan
sonra metanol:su, n-hekzan ve kloroform ekstrelerinin eldesi
gerceklesmistir (16,17).
Hiicre Kiiltiirii Yontemi

Bu ¢alisma igin insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt:
HepG2 (ATCC, #CRL-2266) kullanilmigtir. Calisma siiresin-
ce hiicreler %10 FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin
ve streptomisin iceren besi yeri (DMEM) kullanilarak hiicre
kiiltiir kaplarima ekilip %5 CO2 ve 37°Cide inkiibe edilerek ¢o-
galtilmistir. Hiicreler istenen oranda ¢ogaldiktan sonra tripsin
(%0.25) yardimu ile flasklardan kaldirilarak santriftij edilmis,
daha sonra 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu ve %0.4 tripan
mavisi soliisyonu ile karigtirilmistir. Neubauer lamina yerles-
tirilerek 1-2 dakika oda sicakliginda bekletilerek invert mik-
roskopta sayilmistir. Yontem icin gereken hiicre sayisini igeren
miktarlarda (5x103 hiicre/kuyucuk) 96-kuyucuklu kiilttir kap-
larina ekilmistir. Ug farkli konsantrasyonda (50, 100, 200 ug/
mL) ekstre 6, 12 ve 24 saat olmak tizere ti¢ farkli siirede hiic-
reler ile muamele edilmistir. Ardindan hiicre canlilig1 analizi
yapilmustir.

Hiicre canlilig1 analizi

Ekstre uygulamalarinin sonunda her bir kuyucuga 20 mL
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid) tet-
razolium (MTT) ¢ozeltisi (5 mg/ml, fosfat tamponu iginde)
eklenmistir. Ug saat siire ile %5 CO2 ve 37°C’ye ayarlanmus
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin tizerinden c¢ozel-
ti uzaklastirilarak kuyucuklara 100er pul DMSO eklenmistir.
MTT ile olugan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 10 dakika
37°Cde %5 CO2 inkiibatoriinde bekletilmigtir. Mikroplaka
okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific) ile her bir kuyu-
cuk 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Okunan absorbans
degerine gore hiicre canliligi % degisim olarak hesaplanmistir.
Referans dalga boyu olarak 650 nm kullanilmistir.

Bu makale, etik kurul karar1 alinmasini gerektirecek ¢alis-
ma icermemektedir

Istatistiksel Analiz

P. pyrrhoblepharus bitkisinden hareketle hazirlanmis olan
n-hekzan, kloroform ve metanol:su ekstrelerini kapsayan de-
ney gruplarinda tiim 6rnekler en az bes kez galigilmustir. Say1-
sal degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar
rapor edilmistir. Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar
ANOVA (analysis of variance) yontemi ile %95 giiven arali-
ginda degerlendirilmis, gruplar arasindaki iliskiler Tukey’s
post-hoc yontemiyle saptanmistir. Kontrol grubu olarak ekstre
ile muamele edilmemis hiicre gruplar: kullanilmustir.
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BULGULAR

Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitenin belirlenmesinde
siklikla kullanilan tuzlardan biri MTTdir (18). Hazirlanan
ekstrelerin insan karaciger karsinoma hiicre canliligina et-
kisini degerlendirmek i¢in s6z konusu yontemden yararla-
nilmigtir. Farkli solvanlar kullanilarak hazirlanan Psephellus
pyrrhoblepharus (Boiss.) Wagenitz bitki ekstrelerinin hiicre
canlibgindaki degisim iizerine etkileri 6lgiildiigiinde kon-

santrasyona ve siireye bagli olarak yanitlarin farklilik goster-
digi gozlenmistir (Sekil 1-3).
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Sekil 1. Alt saat siire ile ii¢ farkli konsantrasyonda (50,
100, 200 pg/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hiicrelerin-
de hiicre canlilig1 tizerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol grubu

Karaciger karsinoma hiicre hattina alt: saatlik uygula-
manin ardindan, 6zellikle yiiksek konsantrasyondaki n-hek-
zan ve kloroform ekstreleri hiicre canliligini kontrol grubu
ile kargilastirildiginda anlaml sekilde azaltmistir (p<0.05)
(n-hekzan ekstresi (200 ug/mL) % 60.03 + 7.21; kloroform
ekstresi (200 ug/mL) %51.42 + 1.26). Oniki saatlik uygulama
karsilastirildiginda her ¢ ekstrenin de doza bagli olarak hiic-
re canlihigini etkiledigi tespit edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. On iki saat siire ile ii¢ farkli konsantrasyonda (50,
100, 200 pg/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hiicrelerin-
de hiicre canlilig1 izerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol grubu

Yirmidort saatlik uygulama sonucunda doza bagl etki-
nin ortadan kalktig1 fakat diger taraftan, zellikle kloroform

ekstresinin anlamli diizeyde ve secilen konsantrasyonlarda
etkin oldugu tespit edilmistir (p<0.05, Sekil 3).
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Sekil 3. Yirmi dort saat siire ile {i¢ farkli konsantrasyonda
(50, 100, 200 pug/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hiic-
relerinde hiicre canlilig tizerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol
grubu

En yiiksek sitotoksik aktivitenin, 24 saat uygulama son-
rast 100 ug/mL konsantrasyondaki kloroform ekstresinde
gerceklestigi goriilmektedir (hiicre canlilig1 kontrol grubu: %
100.09 + 0.87; kloroform (100 pg/mL) % 39.45 + 3.43). Artan
maruziyet siiresine bagli olarak methanol:su ekstresinin sito-
toksik etkinlinlik gozlenmemistir. Bununla birlikte, Sekil 2'de
goruldigi tizere bitkinin kloroform ekstresinin, metanol:su
ve n-hekzan ekstreleri ile karsilastirildiginda en yiiksek si-
totoksik etkinligi 12 saatte ve 200 ug/mL konsantrasyonda
gosterdigi goriilmistir (%17.13 + 0.28).

TARTISMA

Diinya ¢apinda yaygin olarak uygulanan geleneksel tip,
bitkilerin antitiimor, antioksidan ve antimikrobiyal bilesikle-
rin 6nemli ve giivenilir bir kaynagi oldugunu gostermektedir.
Geleneksel tipta kullanilan bitkilerin ¢esitli biyolojik aktivi-
teler agisindan degerlendirilmesi, biyoaktif bilesenlerin izole
edilmesi ve karakterizasyonu yeni ilag¢ gelistirilmesine 6ncii-
likk etmektedir. Kanseri tedavi etmek icin kullanilan kemo-
terapo6tik ilaglarin gogu hiicre boliinmesini inhibe ederek ve
hizli boéliinen hiicreleri segici olarak hedefleyerek calismakta-
dir. Bununla birlikte, birgok antikanser ajanin yan etkileri ve
ajan kars: gelisen diren¢ ciddi sorunlar haline gelmistir (19).
Bu nedenle, 6zellikle dogal kaynakl: bilesiklerden kanser te-
davisi i¢in giivenli ve daha etkili terapétik ajanlar gelistirme-
ye yonelik ihtiya¢ giin gectik¢e artmaktadir.

HepG2 hiicre hatt1 kullanilarak baska Centaurea tiirle-
rinden hareketle hazirlanmis olan ekstrelerin sitotoksik ak-
tivitelerine ait calismalar incelendiginde, bircok tiiriin de si-
totoksik aktivitesinin bulundugu gorilmistir (20-22). Ayn
hticre hattinda P. pyrrhoblepharus toprak tstii kisimlarindan
hazirlanmig olan ekstrelerimizin sitotoksik aktiviteleri kar-
silastirildiginda, en yiiksek aktiviteyi kloroform ekstresinin
gosterdigi tespit edilmistir.

Gergeklestirmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda P, py-
rrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma hiicrelerinde
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doza ve zamana bagli bir sekilde sitotoksik etki gosterdigi
kanitlanmistir. Elde edilen sonuglar, toksisite tehlikesi olma-
dan farkli uygulamalarda kullanilabilecek ti¢ ayr1 P. pyrhob-
lepharus ekstresinin esik konsantrasyonlar: hakkinda bilgi
edinmemizi saglamistir. Her bir ekstre igin; artan konsant-
rasyonun azalan hiicre canlilig ile iliskisi 24 saatten daha
kisa siireli uygulamalarda gegerli olmustur. Ozellikle hiicre-
nin ekstreye maruziyet siiresinin sitotoksik etkilerin goril-
mesi agisindan 6nemli oldugu dikkat ¢cekmektedir. Ayrica bu
calisma, P. pyrrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma
hiicrelerine kars: sitotoksik oldugunu ilk defa gostermis ol-
mast bakimindan da 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte,
bu ekstrelerin ve ihtiva ettikleri bilesiklerin tam potansiyelini
anlamak i¢in daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiya¢
vardir.

P pyrrhoblepharus bitkisi ekstrelerinin hiicre canliligin-
daki degisim tizerine etkilerinin 6l¢iilmesi sonucunda, kon-
santrasyona ve siireye bagli olarak yanitlarin farklilik gos-
terdigi gozlenmistir. 6 saatlik, 12 saatlik ve 24 saatlik her bir
uygulama sonucunda belirlenen konsantrasyonlarda HepG2
hiicre hattina kars: en yiiksek sitotoksik aktiviteyi kloroform
ekstresinin gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum da, segilen
bitkinin sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu destekleyen bir
deney sonucu olmustur.

Yine tarafimizdan yapilmis bagka bir ¢alismada, nérob-
lastoma hiicre hatt1 tizerinde P. pyrrhoblepharus kloroform,
n-hekzan ve metanol:su ekstrelerinin secilen konsantras-
yonlarinda toksik olmadig: tespit edilmistir (23). S6z konu-
su ¢alisma P. pyrrhoblepharus bitkisinin beyin hiicrelerinde
noroprotektif ve antioksidan potansiyelini destekler nitelik-
tedir. Caligmamuz; segilen bitki ile HepG2 hiicre hatt1 kulla-
nilarak yapilmus ilk ¢alisma olarak literature 6nemli bir katki
saglamanin yani sira bitkilerle yapilan ¢alismalarda farkli
kanser tiplerinde farkli yanitlarin saptanabilecegini goster-
mektedir.

Tesekkiir

Bu ¢aligmada imkanlarindan faydalanilan Ege Universi-
tesi Farmasotik Bilimler Arastirma Laboratuvar: (FABAL) na
tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi Beyani

Soz konusu galismada yer alan yazarlar arasinda herhangi
bir ¢ikar ¢atigmast bulunmamaktadir.

Arastirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit katk: saglamis olduklarini beyan
ederler.
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