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Oz

Bu ¢alismanin amacti, C. acinaciformis L. (makas otu) bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinde (ME) fitokim-
yasal madde taramasinin yapilmasi, ekstrenin toplam fenolik madde miktari, antioksidan aktivitesi ve in vitro sitotoksik ve apoptotik etki-
lerinin arastirilmasidir. Ekstrede bulunan fitokimyasallar standart metod ve HPLC analizi kullanilarak belirlenmistir. C. acinaciformis ME,
antioksidan aktivitesi (DPPH radikalini siipiirme, H,O, siipiirme ve metal selatlama assay), methanol ekstresinin MCF-7 ve Caco-2 hiicrel-
eri izerindeki in vitro sitotoksik etkisi MTT assay ile apoptotik etkisi ise DNA diflizyon assay ile belirlenmistir.

Yapilan kalitatif fitokimyasal tarama test sonuglarma gore; C. acinaciformis ME’de fenoller, taninler, flavonoidler ve antrakinon’larin bulundugu,
alkaloid ve saponinlerin ise bulunmadigi belirlenmistir. Ekstrenin toplam fenolik madde miktar1 61.26 + 0,110 mg GAE/g ekstre olarak hesaplan-
mustir. ME nin denenen biitiin konsantrasyonlarda (100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml) yiiksek seviyede DPPH radikalini siipiirme
aktivitesine sahip oldugu H,O, siipiirme aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu, metal selatlama aktivitesinin ise bulunmadig1 belirlenmistir.

ME, MCF-7 hiicreleri {izerinde oldukga yiiksek oranda sitotoksik etki gdstermis (p<0.05), Caco-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi ise
daha diisiik oranda olmustur. ME nin MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri {izerinde olusturdugu apoptotik etki de sitotoksik etkiye benzerlik gos-
termistir. Metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisi, Caco-2 hiicrelerine nazaran daha fazla olmus ve aradaki farkin
istatistiki acidan da dnemli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Carpobrotus acinaciformis, antioksidan aktivite, sitotoksik etki, apoptotik etki, fitokimyasal tarama

Abstract

Medicinal plants constitute an integral part of traditional healing customs in tradiotional culture. Many plants synthesize substances that are
useful to the maintenance of health in humans and other animals. The demand for medicinal plants is currently increasing in both developed
and developing countries for various reasons. For some it would be the growing recognition that natural products have fewer or even no
side effects; for others it would be their accessibility and affordable costs that would tip the scales. A large number of extracts of plants, as
well as some pure compounds isolated from these plants, have been screened for cytotoxicity against a wide range of cell lines. Such stud-
ies are necessary to determine whether biological activity is a specific phenomenon or whether it should be merely attributed to nonspe-
cific toxicity. However, scientific data on biological effects and mechanisms of action of extracts from medical plants are still insufficient.

Cytotoxicity is a complicated process in human and animal systems, potentially involving direct cellular damage (e.g., with a cytotoxic an-
ticancer agent, plant extracts) and other systemic effects. As it is difficult to measure cytotoxic effects in vitro, most assays investigate ef-
fects at the cellular level. Cells may die by necrosis, apoptosis, or autophagy (self-digestion), or they may cease proliferating (cytostasis)
or become terminally differentiated. Cytotoxicity tests are therefore still useful, and new drugs, cosmetics, and food additives must be sub-
jected to extensive cytotoxicity testing. In vitro tests are carried out widely in current ethnopharmacological research. The choice of assay
to use when investigating cytotoxicity depends on the nature of the test substance, the expected response, and the target cell.
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C. acinaciformis L’nin Sitotoksik ve Apoptotik Etkisi

Cell growth or survival, the traditional measure of cytotoxicity, can
be measured in various ways, including evaluating the net change
in population size, a change in cell mass (total protein or DNA) or
metabolic activity (e.g., DNA, RNA, or protein synthesis, MTT re-
duction). General viability criteria for cell cultures can also be di-
vided in terms of the indicator and method of evaluation used.

Identification of medicinal plants with significant cytotoxic poten-
tial useful for the development o cancer therapeutics has gained in-
creasing importance in the last decade, and research in this field
is still expanding. Cancer is a public health problem all over the
world. Herbal medicines have a vital role in the prevention and
treatment of cancer and large numbers of plants and their isolated
constituents have shown potential anticancer activity.

Carpobrotus acinaciformis (Aizoaceae) is a succulent plant, com-
monly found in the Mediterranean, living in salty soils, known for
its resistance to cold, cold and thirst. It is known among the peo-
ple as “makas otu” and “kaz ayagi” in our country. Extracts from
C. acinaciformis plants are common in various countries including
sinusitis, diarrhea, eczema in children and tuberculosis treatment;
fresh leaves are used externally for mouthwashes, mouthwashes,
lotions and antiseptic water.

In this study, qualitative phytochemicals were extracted from meth-
anol extracts obtained from the aerial part of the C. acinaciformis
plant, which is very uncommon in our country and very little infor-
mation about secondary minerals. The phytochemicals present in the
methanol extract (ME) were determined used standard methods and
HPLC. ME of C. acinaciformis were tested for antioxidant activ-
ity by using DPPH radical scavenging, H202 scavenging and metal
chelating assays. In vitro cytotoxic, apoptotic and necrotic effects of
ME of C.acinaciformis on MCA-7 (human metastatic breast cancer)
and Caco-2 (human colon cancer) cancer cell lines by using MTT as-
say, and apoptotic effect by using DNA diffusion assay.

As a result of qualitative phytochemical screening of ME of C. aci-
naciformis phenols, tannins, flavonoids and anthraquinones were
detected but, alkaloids and saponins were not present. The total
phenolic substance amount in the ME was calculated as 61.26 +
0.110 mg GAE/g extract. ME was found to have high DPPH. radi-
cal scavenging activity at all tested concentrations (100 pg/ml, 250
pg/ml, 500 pg/ml and 1000 pg/ml), but very low H202 scavenging
activity and no metal chelating activity.

ME showed significantly high cytotoxic effect in MCF-7 cells (p
<0.05), while the cytotoxic effect on Caco-2 cells was lower. The
apoptotic effect of ME on MCF-7 and Caco-2 cells was similar to
the cytotoxic effect. The apoptotic effect of ME on MCF-7 cells
was higher than that of Caco-2 cells and the difference was statisti-
cally significant (p <0.05).

In vitro findings suggest that C. acinaciformis methanol extract
may be used as a potential cytotoxic agent for DNA damage to
breast cancer due to its strong cytotoxic and apoptotic effect on
MCEF-7 cells, and that it is a good candidate for herbal sources for
breast cancer treatment and cancer therapy. However, it is neces-
sary to study compounds in more detail, especially in the metha-
nol extract.
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I. GiRiS

Tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, drog
gibi tiriinler tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli has-
taliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tibbi
bitkiler, 6zellikle antioksidan molekdiller acisindan zengin-
ligi nedeniyle birgok ¢alismanin odak noktasi olmus ve dogal
antioksidanlarin aragtirilmasina karsi gosterilen ilgi artmistir.
Ancak, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin biyolojik et-
kileri ve etki mekanizmalari hakkindaki bilimsel veriler hala
yetersizdir. Ulkemiz ok zengin bir bitki rtiisiine sahip olma-
sma ragmen bu kaynaklarin g¢esitli hastaliklarin tedavisinde
etkin bir sekilde kullanilmadigi, buna bagli olarak da biiyiik
bir parasal kaynagin yurtdigina aktarildigi bilinmektedir.

Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya
cikarak depolanan ve sadece besin olarak tiiketildikleri za-
man insan saglig1 i¢in yararl etkilerde bulunan biyoaktif bi-
lesiklere fitokimyasallar (bitki kimyasallar1) ad1 verilir [1].
Fitokimyasallar insan viicudunda barsak florasini, safra asit-
lerini ve pH’y1 diizenledikleri gibi, intraselliiler matriksle-
rin biitiinligiiniin saglanmasima yardimci olarak, hiicrenin
dis etkenlere kars1 korunmasini da saglarlar. Ayrica enzim-
lerin aktivitesini arttirarak tiimor olusumu ve kanserlesmede
onemli rol oynayan serbest radikallerin ve nitrozaminin olu-
sumunu engelleyici etkileri de bulunmaktadir [2].

Meyve, sebze ve bitkilerde bulunan dogal biyoaktif mad-
delerin kullanimi diinya ¢apinda bir énemli hale gelmistir
[3-5]. Biyoaktif maddelerden bazilarinin kanser o6nleyici
ya da terapdtik ajan olarak islevleri oldugu [6-8], apopto-
tik hiicre 6liimiinii baslatarak ve hiicre siklusunun ilerleme-
sini engelleyerek kemoterapdtik aktiviteye sahip olduklari
ve biyoaktif maddelerin tiimér hiicrelerinde ortaya ¢ikardigi
apoptozis indiiksiyonunun, timdr tedavi yeteneginin bir
gostergesi olarak kabul edildigi belirtilmektedir [9-11].

Carpobrotus acinaciformis (Aizoaceae) Akdeniz Ulkele-
ri’'nde yaygin olarak bulunan, tuzlu topraklarda yasayan, si-
caga, soguga ve susuzluga karst dayanikliligi ile bilinen, suk-
kulent bir bitkidir. Ulkemizde halk arasinda “makas otu” ve
“kazayag1” olarak bilinmektedir. C. acinaciformis bitkisinden
edilen ekstreler ¢esitli tilkelerde geleneksel tipta siniizit, di-
yare, cocuklardaki egzama ile tiiberkiiloz tedavisinde dahilen;
taze yapraklarinin suyu gargara, losyon ve antiseptik olarak
ag1z sagligi i¢in de haricen kullanilmaktadir [12].

Carpobrotus tirlerinin flavonoidler, tanenler, alkolo-
idler, fitosteroller ve aromatik asitler gibi fitokimyasallar
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(rutin, neohesperidin, hyperoside katesin ve ferulik asit gibi
flavonoidler) igerdigi ve bu kimyasallarin antimikrobiyal,
antioksidan, anti-enflamatuar aktivite gibi biyolojik 6zellik-
lere sahip olduklari daha &nceki ¢alismalarla gosterilmistir
[13, 14].

Bu calismada, iilkemizde kullanimi1 pek yaygin olma-
yan ve sekonder metabolitleri hakkinda ¢ok az bilgi mev-
cut olan C. acinaciformis bitkisinin toprak iistli kisimlarin-
dan elde edilen metanol ekstresinde kalitatif fitokimyasal
madde taramasi yapilmis ve metanol ekstresinin toplam fe-
nolik madde miktari, DPPH radikalini siipiirme ile hidrojen
peroksit siiplirme ve metal selatlama aktivitesi belirlenmis-
tir. Ayrica, bitkiden elde edilen metanol ekstresinin MCF-7
(insan metastatik meme kanseri) ve Caco-2 (insan kolon
kanseri) kanser hiicre hatlar1 {izerindeki in vitro sitotoksik,
apoptotik ve nekrotik etkileri aragtirilmigtir.

Il. MATERYAL VE YONTEM

2.1. C. acinaciformis’in Toplanmasi ve Metanol
Ekstresinin Elde Edilmesi

C. acinaciformis bitkisi toprak ustii kisimlart Adnan
Menderes Universitesi, Merkez Kampiisii’nden 2011 yili
haziran ayinda toplanmis, temizlenerek oda sicakliginda ve
goblgede kurutulmustur. 50 g kuru bitki rneginden metanol
ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen ekstre filtre kagidin-
dan siiziilerek, evaporatérde 68 °C’de metanolii ugurulmus-
tur. Elde edilen stok ekstre denemelerde kullanilincaya ka-
dar -20 °C’ de saklanmugtur.

2.2. Fitokimyasal Madde Miktarinin Belirlenmesi

Metanol ekstresinde bulunmasi muhtemel baslica fi-
tokimyasal gruplart belirleyebilmek ig¢in, fitokimya-
sal madde (fenoller, taninler, steroidler ve terpenoid-
ler, alkaloidler, saponinler ve flavonoidler) miktarinin
belirlenmesi igin, Ravishankara et al (2002) ve Dominquez
(1974)‘in belirledigi yontemler kullanilmistir [15, 16].

2.3. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

C. acinaciformis metanol ekstresinin fenolik madde
miktarinin  analizi, fenolik bilesliklerin FolinCiocal-
teu’s c¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve fosfomo-
libdik asitlerin kompleks polimerik iyonlart ile oksi-
dasyonu sonucu oluslan mavi renkli molibden-tungsten
kompleksinin konsantrasyonunun 760 nm dalga boyunda
Ol¢iilmesi ilkesine dayanan, Folin-Ciocalteu’s spektrofoto-
metrik yontemine gore, kolorimetrik olarak tayin edilmis-
tir.[17]. Calismada standart fenolik bilesik olarak gallik asit
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kullanilmistir. Ekstrenin absorbanslart UV Spektrofotomet-
resi’nde 760 nm’de okunarak toplam fenol miktarlart; gal-
lik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik asite(mg
GAE/g ekstrakt) esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

2.4. Metanol Ekstresinin Fenolik Bilesiklerinin
HPLC ile Analizi

C. acinaciformis metanol ekstresinde bulunan fenolik
bilesiklerin HPLC ile belirlenmesi i¢in yapilan analizler,
Ege Universitesi EBILTEM Arastirma Laboratuvari’nda
gergeklestirilmistir. HPLC analizi Agilent 110 series, DAD
detektorii (diode array detection) ve, EC 250/4.6 NUCLE-
OSIL 100-10 C-18 tipi kolon kullanilarak 25 °C’de yapil-
mistir. Enjeksiyon hacmi 0.5 ml’dir. Deteksiyon ise 282
ve 350 nm’de yapilmistir. 0.1 % formik asit, su ve 0.1 %
formik asit, asetonitril ¢6ziicli olarak kullanilmis ve analiz
izokritik yontem ile gerceklestirilmistir. Analizlerde stan-
dart olarak, neohesperidin, uvaol, rutin ve j3-sitosterol kul-
lanilmistir.

2.5. Serbest Radikal Siipiirme Aktivitesinin DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ile Belirlenmesi

Metanol ekstresinin serbest radikal siiplirme aktivitesi,
DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) Brand-Wil-
liams ve ark. (1995)’na gore belirlenmis [18] ve ekstrenin
absorbans degeri 517 nm’de okunmustur. Diisiik absorbans
degeri, yiiksek orandaki serbest radikal siipiirme aktivite-
sini gostermektedir. Calismada standart (kiyaslama mad-
desi) olarak bir flavonoid olan “rutin” kullanilmistir. Eks-
trenin denenen konsantrasyonlarinin % DPPH radikal
siipiirme aktivitesi asagida verilen formiil kullanilarak
hesaplanmistir:

% DPPH Radikal Siiptirme Aktivitesi = [(Kontro-
liin absorbansi-Ornegin absorbansi)/Kontroliin absor-
bansi] x 100

DPPH’1n %50’sinin inhibisyonunu saglayan ekstre kon-
santrasyonu IC, olarak tanimlanir. Calismamizda bu deger,
denemede kullanilan ekstre konsantrasyonlarmma karst %
serbest radikal siiplirme aktivite degerlerinin yerlestirilmesi
ile elde edilen grafik kullanilarak hesaplanmis ve sonug IC_|
= pg/mL olarak ifade edilmisgtir.

2.6. H,O, Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Metanol ekstresinin hidrojen peroksit siipiirme aktivitesi
Ruch ve arkadaslarinin belirledikleri yontemine gore belir-
lenmistir [19]. Calismada standart antioksidan olarak askor-
bik asit kullanilmistr.
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 3 ml metanol eks-
tresi ve askorbik asit ¢ozeltisi lizerine fosfat tamponunda
(0,1 M pH 7,4) hazirlanmis 1 ml 40 mM H,0O, ¢ozeltisi ek-
lenmistir. Kontrol ise, 3 ml fosfat tamponu ve 1 ml 40 mM
H,0, ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmustir. Icerisinde ¢o-
zelti bulunan tiipler vortekslendikten sonra oda sicakliginda
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 230 nm’de
absorbanslar1 dl¢tilmustir. Ekstre konsantrasyonlarimin
H,O, siiplirme aktivitesi asagida verilen formiil kulla-
nilarak belirlenmistir:

% H,0, siiplirme aktivitesi = 1- [Ornegin absor-

bansi1/Kontroliin absorbansi x 100]

2.7. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (100, 250, 500 vel000 pg/
ml) hazirlanan metanol ekstresinin demir (Fe*?) iyonla-
i1 selatlama aktivitesi Dinis ve arkadaslarinin belirle-
dikleri yonteme gore yapilmistir [20]. 3 ml metanol eks-
tresi igerisine 150 pg 2 mM FeCl, ¢ozeltisi eklenmis,
oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyondan sonra, ¢o-
zeltiye 5 mM 200 pg ferrozin cozeltisi eklenerek, ka-
risim vortekslenmistir. Karisim 10 dakika daha oda si-
cakliginda bekletildikten sonra, sonuglar 562 nm’deki
absorbansi ferrozin hari¢ geriye kalan ¢ozeltiden olusan
kore karst kaydedilmistir. Kontrol olarak metanol ekstresi
yerine 3 ml distile su, standart selatlayict ajan olarak da Et-
hylenediaminetetraacetic acid (EDTA) kullanilmistir. Fer-
rozin-Fe*? kompleksinin metanol ekstresi tarafindan
inhibe edilme yiizdesi asagidaki formiile gore hesap-
lanmustir:

Selatlama Aktivitesi (%) = 1-[Ornegin Absorbansy/
Kontroliin Absorbansi x 100]

2.8. MCF-7 ve Caco-2 Kanser Hiicrelerinin
Cogaltilmasi

Bu ¢alismada kullanilan insan meme kanseri (MCF-7,
ATCC® HTB-22) ve insan kolon kolorektal kanser hiicre
hatlar1 (Caco-2, ATCC® HTB-37), Adnan Menderes Uni-
versitesi, Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ADU-BLTEM)’inden temin edilmistir. Bu hiicre hatla-
rinin se¢ilme nedeni, meme ve kolon kanserlerinin tilke-
mizde de sik goriilen kanser tiirleri arasinda olmasi ve ¢cok
sayida hastanin tedavisi i¢in yeni ajanlara gereksinim du-
yulmasidir.

Hiicreler kendilerine 6zgii besi ortamlarinda (MCF-7 i¢in;
200 mM L-Glutamin, 10 mM essensiyel olmayan amino asit,
100 mM sodium pruvat ve % 10 FBS iceren DMEM; Caco-2
icin; 200 mM L-Glutamin, 10 mM essensiyel olmayan amino
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asit, 100 mM sodium pyruvate ve % 20 FBS iceren DMEM)
37 °C’de %5 CO, inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrele-
rin yeterince ¢ogalip cogalmadiginin ve hiicre canliliginin
degerlendirilmesi hiicreler tripan ma-
ile boyanarak Yeterli sayiya
ulasan hiicreler, 24’liik kuyucuklu plakalara besiyeri orta-
minda ekilmigtir.

i¢in,

visi sayim yapilmistir.

2.8.1. Metanol Ekstresinin Kanser Hiicreleri
Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir) bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mito-
kondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifiktir.
Bu yontemde, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan
stiksinat-dehidrogenaz enzimi, MTT boyasinin tetrazolium
halkasin1 parcalayarak suda ¢oziinmeyen menekse renkli
formazan tuzlarini olusturur. MTT yonteminde spektrofo-
tometrik olarak olgiilen deger, kiiltiirdeki hiicrelerin me-
tabolik aktivitelerini gosterir ve bu deger, yasayan hiicre
sayist ile iliskilidir. Proliferasyon arttik¢a formazon tuzu
olusumuna bagl olarak absorbans degeri artig gdstermek-
tedir [21].

MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan (250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml) meta-
nol ekstresi ile 6n ¢aligmalardan elde edilen sonuclara daya-
narak, 72 saat slireyle muamele edilmis ve muamelelerden
sonra hiicrelerin bulundugu ortama, besiyerinin 1/10’u ka-
dar MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide) ilave edilerek 4 saat siireyle inkiibasyona
devam edilmistir. Siire sonunda ortama MTT solubilization
¢ozeltisi (HCl/izopropanol) ilave edilerek, kristallerin ¢6-
ziinmesi i¢in 1 saat siireyle oda sicakliginda karanlikta bek-
letilmistir. Siire sonunda, ¢oziinmeyen formazan kristalleri
pipetaj yapilarak ¢ozdiiriilmiis ve Eliza Plate Reader Spekt-
rofotometre’de (Thermo Labsytems, Multiscan Spectrum)
570 nm’de absorbanslar belirlenmistir. Calismada ¢oziicii
kontrol olarak % 0,1’lik DMSO ve pozitif kontrol olarak
da 40 pg/ml Farmorubicin kullanilmistir. Elde edilen veri-
ler kullanilarak sitotoksisite orant hesaplanmistir. Deneme-
ler ti¢ tekrarli olarak yapilmustir.

2.8.2. Metanol Ekstresinin Kanser Hiicreleri
Uzerindeki in vitro Apoptotik Etkisinin DNA
Diffusion Yontemi ile Degerlendirilmesi

C. acinaciformis metanol ekstresinin MCF-7 ve Caco-2
hiicreleri tizerindeki in vitro apoptotik etkisi, DNA Diffu-
sion Yontemi ile belirlenmistir [22]. Y6ntem, erken, tipik ve
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gec apoptotik hiicrelerin belirlenmesine olanak saglamanin
yant sira apoptozisi nekrozisten ayirt etmek i¢in de kullani-
labilmektedir.

Denemede kullanilan olan MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri
24 kuyucuklu plaklara ekilmis, 24 saat inkiibasyondan sonra
6n denemelerden elde edilen sonuglara dayanarak,72 saat
siireyle, hiicre medyumu ile seyreltilerek hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki metanol ekstresi ile muamele edilmis-
tir. Muamele siiresi sonunda hiicreler tripsinlenerek toplan-
mis ve santrifiijjlendikten sonra siipernatant kismi atilmis ve
hiicreler % 0,6lik 3:1 ytiksek ¢oziiniirliiklii agaroz (Agarose
3:1 HRB™, High Resolution Blend) ile siispanse edilmistir.
Siispanse edilen hiicreler, %1°lik agarozla kaplanmis olan
lamlarin {izerine yayilarak preparat lamelle kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 5 dakika bekletile-
rek agarozun katilasmasi saglanmis, katilasan agaroz lizerin-
den lamel dikkatlice uzaklastirilmis ve preparat %2’lik SFR
agaroz ile kaplanarak 3. bir tabaka olusturulmus ve prepa-
rat tekrar lamelle kapatilarak agarozun katilagsmasi i¢in oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Preparatlar, taze hazir-
lanmis lysing (pargalama) ve DNA’y1 denatiire edici 6zel-
ligi olan ¢ozeltide (1,25 M NaCl, 1 mM tetrasodium EDTA,
% 0,01 sodium lauroyl sarcosine, 5 mM Tris, % 0,2 DMSO,
0,3 N NaOH, pH>13,5) 10 dakika siireyle oda sicakliginda
kurutulmus ve preparatlar, 30 dakika siireyle oda sicakli-
ginda noétralizasyon ve DNA’y1 ¢oktiirme ¢ozeltisinde (40
mM Tris-HCI, 50 ml saf etanol; final konsantrasyonu %50
+ 100 mg spermine, final konsantrasyonu 1 mg/ml) bekletil-
mistir (bu basamak tuzlarin, deterjanin ve hiicresel makro-
molekiillerin uzaklastirilmasi igin tekrar edilmistir). Prepa-
ratlar agik havada kurutulmus ve 10 uM YOYO-1 boyast ile
boyanmustir.

Mikroskobik degerlendirmeler i¢in, preparatlar 100
veya 400x biiytitmeli, mavi filtreli (FITC uyarimi 490 nm,
emisyon 510 nm ve dikroik 500 nm’de kullanilan) Olym-
pus BX51 floresan mikroskobunda analiz edilmistir. Her
bir preparatta 1000 hiicrede sayim yapilarak, apoptotik
hiicre yiizdesi hesaplanmistir. Denemeler, uygulama grup-
lar1 ve her bir kontrol grubu igin 3’er tekrarli olarak yapil-
migtir.

2.9. istatistiksel Analiz

Ucg tekrarli denemelerden elde edilen tiim absorbansla-
rin sonuclart SPSS 13.00 (Statistic Program for Social
and Science) yazilim programinda ortalama + SD (Standart
hata) olarak hesaplanmistir. Kontroller ve uygulama gruplari
arasindaki farkliliklar, One Way ANOVA varyans analizi ya-
pilarak degerlendirilmistir (p<0,05).

167

Ill. BULGULAR

3.1. C. acinaciformis Metanol Ekstresinde
Fitokimyasal Madde Taramasi

C. acinaciformis bitkisinin toprak isti kisimlarindan
elde edilen metanol ekstresinde yapilan kalitatif fitokim-
yasal tarama testlerine ait sonuglar Tablo 1’de verilmistir.
Buna gore, metanol ekstresinde en fazla fenollerin ve tanin-
lerin oldugu belirlenmis, flavonoid ve antrakinon’un az mik-
tarda da olsa bulundugu tespit edilmis, alkaloid ve saponi-
nin’in varlig ise gézlenememistir.

Tablo 1. C. acinaciformis metanol ekstresinin fitokimyasal

tarama bulgulari

Aranan Fitokim- Test Sonug
yasal Madde

(Var/Yok*)
Fenoller Phosphomolybdic acid test ++
Tanninler Braemer’s test ++
Alkaloidler Dragondroft’s test
Flavanoidler Shinoda’s test
Antrakinonlar Borntrager test
Saponinler Frothing test

+ : Varlig1 az miktarda belirlenmis
++ : Varlig1 belirlenmis
- Varlig1 belirlenememis

3.2. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

C. acinaciformis metanol ekstresinin toplam fenolik
madde analizi, Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) reaktifi kulla-
nilarak yapilmistir. Analizde standart olarak gallik asit kul-
lanilarak grafik olusturulmus ve bu grafik kullanilarak eks-
tredeki fenolik madde miktar1 mg gallik asit (mg GAE/g
ekstre) olarak hesaplanmistir. Yapilan fenolik madde analizi
sonucunda 61.26 + 0,110 mg GAE/g ekstre oldugu belirlen-
mistir. Metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktarina
ait sonuglar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. C. acinaciformis metanol ekstresinin toplam fenolik

icerigi (mg GAE/g ekstre)

.. Toplam fenolik i¢erik
Ekstre tipi (mg GAE/g ekstre)
Metanol ekstresi (CME) 61.26 0,110

CME: C. acinaciformis metanol ekstresi

Toplam fenolik icerik degeri, ii¢ tekrarli analizin ortala-
mas1 + standart sapma degeridir.
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3.3. HPLC Analizi sonuclari

C. acinaciformis metanol ekstresinin HPLC analiz sonuglart Sekil 1°de yer almaktadir. Analiz sonuglarina gore, 1 ml me-
tanol ekstresinde 753.4 ppm rutin bulundugu tespit edilirken, neohesperidin, uvaol ve B-sitosterol varliginin ise bulunmadig:
belirlenmistir.

DADT B, Se360,16 Reof (DENENEI407161.0)
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Sekil 1. Carpobrotus acinoficiformis metanol ekstresi HPLC spektrumu

3.4. C. acinaciformis Metanol Ekstresinin DPPH (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) Siipiirme Aktivitesi

C. acinaciformis‘den elde edilen farkli konsantrasyonlardaki (100, 250, 500 ve 1000 pg/ml) metanol ekstresinin antiok-
sidan aktivitesine iliskin elde edilen veriler Tablo 3’de yer almaktadir. Metanol ekstresi konsantrasyon artisina paralel ola-
rak, oldukca yiiksek seviyede DPPH radikalini siipiirme aktivitesi gostermistir. DPPH radikalini siiplirme aktivitesi, en dii-
stik konsantrasyon olan 100 pg/ml’de % 50 seviyesinin {izerine ¢ikmis, en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/ml’de ise, %
98.85 degerine ulasmistir. Bu deger, denemede standart olarak kullanilan rutin’den (% 95.80) bile daha yiiksektir. Ekstrenin
DPPH’1n %50’sini siipiirdiigii konsantrasyon degeri (IC, ) ise, 15.23 pg/ml olarak hesaplanmistir.

Tablo 3: C. acinaciformis metanol ekstresinin DPPH siipiirme, H,0, siipiirme ve metal selatlama aktivitesi

Konsantrasyonlar DPPH siipiirme aktivitesi | DPPH siipiirme i¢in IC, Degeri |H,0, siipiirme aktivi-| Metal selatlama aktivi-
(%=SD) (pg/ml) tesi (%=SD) tesi (%=SD)

100 pg/ml CME 82.38+0.000* 0 0

250 pg/ml CME 82.38+0.001* 0 1.67+0.003

500 ug/ml CME 85.06+0.002* 0 2.28+0.002

1000 pg/ml CME 98.85+0.002* 15.23+0,057 0 5.13+0.004

Rutin (10 pg/ml)* 95.80+0.000*

Askorbik asit (10 pg/ml) * | --- 43,90 + 0,005* ---

EDTA (50 pg/ml)** 77.56+ 0.330%

CME: C. acinaciformis metanol ekstresi, *p<0.05

*DPPH siipiirme aktivitesi 6lgiimiinde standart olarak kullanilmustir.
H,0, siiplirme aktivitesi dlgiimiinde standart olarak kullanilmustir.
*XMetal selatlama aktivitesi dl¢limiinde standart olarak kullanilmistir.

3.5. C. acinaciformis Metanol Ekstresinin H,O, Siipiirme Aktivitesi

Metanol ekstresinin hidrojen peroksit (H,0,) siipiirme aktivitesine iliskin elde edilen veriler Tablo 3’de yer almaktadir.
Elde edilen veriler incelendiginde, metanol ekstresi denenen konsantrasyon aralig1 igerisinde H,O, siipiirme aktivitesi goste-
rememistir (Tablo 3).
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3.6. C. acinaciformis Metanol Ekstresinin Metal
Selatlama Aktivitesi

Metanol ekstresinin denenen konsantrasyonlar araligi
igerisinde ¢ok diisiik oranda metal selatlama aktivitesi gos-
termistir (Tablo 3).

3.7. C. acinaciformis Metanol Ekstresinin MCF-7 ve
Caco-2 Kanser Hiicre Hatlari Uzerindeki in vitro
Sitotoksik Etkisi

C. acinaciformis metanol ekstresinin 250, 500 ve 1000
pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 72 saat siireyle muamele edi-
len MCF-7 ve Caco-2 kanseri hiicre hatlarinda ortaya ¢ikan
in vitro sitotoksik etkiye iligkin veriler Tablo 4 ve Sekil 2’de
yer almaktadir. Metanol ekstresi MCF-7 hiicrelerinde {ize-
rinde denenen en diisiik konsantrasyondan (250 pg/ml) bas-
layarak sitotoksik etki gostermeye baslamis (% 72.08) ve

ekstre konsantrasyonun artist ile sitotoksik etki de artis gos-
termistir. Denenen en yliksek konsantrasyon olan 1000 pg/
ml’lik ekstre uygulamasi sonucunda sitotoksik etki, % 92.22
degerine ulasmistir. Bu etki, meme kanseri tedavisinde kul-
lanilan Farmorubicin’in gdsterdigi sitotoksik etkiye (%
98.48) yaklasmistir. Elde edilen bu sonuglar, ¢oziicii kont-
rol ile karsilastirildiginda istatistiki agidan da 6nemli bulun-
mustur. (p<0.05) (Tablo 4).

Metanol ekstresi en yiiksek uygulama konsantrasyonu
olan 1000 pg/ml ekstre uygulamasi hari¢ (% 53.00), Caco-2
hiicreleri tizerinde kayda deger bir sitotoksik etki gdsterme-
mistir. En yiliksek ekstre konsantrasyonu uygulamasindan
elde edilen sonug, ¢oziicii kontrol ile karsilastirildiginda ara-
daki fark istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) olup, Farmorubi-
cin ile karsilastirildiginda ise aradaki fark 6nemsizdir (Tablo
4 ve Sekil 2).

Tablo 4. C. acinaciformis bitkisinden elde edilen metanol ekstresinin MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisi

Gruplar Konsantrasyon (ug/mi) in vitro Sitotoksik Etki in vitro Sitotoksik Etki
(Yotsd) (Yotsd)
(MCF-7) (Caco-2)
Céziicii Kontrol (DMSO) %0,1 1.00+0.001 0,800.001
Farmorubicin 40 pg/ml 98.22+0.003* 46.87+0.064*
250 pug/ml 72.08+0.018* 6.83+0.124
CME 500 pg/ml 89.85+0.008* 17.10+£0.193
1000 pg/ml 92.22+0.105* 53.00+0.023*

CME: C. acinaciformis metanol ekstresi, * p<0.05

120

98,22
100

Sitotoksisite (%)

Coz. Kontrol Farmorubicin
40 pg/ml

250 pg/ml
ME

500 pg/ml

m MCF-7 Sitotoksisite (%)

M Caco-2 Sitotoksisite(%)
92,22

89,85

1000 pg/ml Gruplar

ME ME

Sekil 2: C. acinaciformis bitkisinden elde edilen metanol ekstresinin MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri {izerindeki in vitro sitotoksik etkisi
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Tablo 5. C. acinaciformis metanol ekstresinin MCF-7 ve Caco-2 kanser hiicreleri tizerindeki in vitro apoptotik ve nekrotik etkisi

Hiicreler
MCEF-7 Caco-2
Gruplar Konsantrasyon "szzlll;:l Apoptotik Hiicre Nekrotik Hiicre Apoptotik glikﬂni)i-cre
0, 0, =1 0,
Hiicre (%+SD) (%=SD) Hiicre (%+SD) (%<SD)
Coziicli Kontrol 0
+ + +
(DMSO) % 0.1 3000 1.33+0.57 0.33+0.57 1.00+0.00 1.00+1.00
Farmorubicin 40 pg/ml 3000 37.00+£2.00* 9.33+0.57 25.00+2.00* 2.00+1.00
250 pg/ml 3000 30.00+1.00* 4.33+0.57 32.33+1.15*% 5.33+0.57
CME 500 pg/ml 3000 54.33+£2.08* 7.00+1.73 43.00+1.00* 6.67+1.00
1000 pg/ml 3000 87.00+2.00* 2.33+0.57 49.00+1.00* 7.33£1.15

CME: C. acinaciformis metanol ekstresi, * p<0.05

3.7. C. acinaciformis Metanol Ekstresinin Kanser
Hiicreleri Uzerindeki in vitro Apoptotik Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstresi ile 72
saat slireyle muamele edilen MCF-7 ve Caco-2 kanser
hiicrelerinde ortaya ¢ikan apoptotik ve nekrotik etki-
lere iliskin veriler degerlendirildiginde, metanol ekstre-
sinin MCF-7 hiicreleri iizerinde ekstre konsantrasyonu
artisina bagli olarak artan bir apoptotik etki gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 5). En yiiksek uygulama konsant-
rasyonu olan 1000 pg/ml de gézlenen apoptotik etki %
87.00 olarak belirlenmistir ki, bu antikanser ila¢ olan
Farmorubicin’nin gdsterdigi etkiden (% 37.00) cok daha
yiiksektir: Bu sonug kontrol gruplari (pozitif kontrol ve
¢oziicli kontrol) ile karsilastirildiginda, istatistiki agidan
da onemlidir (Tablo 5, Sekil 3, Sekil 4). Gerek meta-
nol ekstresi gerekse Farmorubicin MCF-7 hiicreleri lize-
rinde dnemli bir nekrotik etkide bulunmamistir (Tablo 5
ve Sekil 3).

90 MCF-7 Apoptotik H. (%)
20
70 54,33
60
50
40
30
20
10 133
0

Gruplar

Apoptozis (%)

Céz. Kontrel Farmorubicin 250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pglml
40 pg/ml

Sekil 3: C. acinaciformis metanol ekstresinin MCF-7 meme

kanseri hiicreleri izerindeki in vitro apoptotik ve nekrotik etkisi

170



C. acinaciformis L'nin Sitotoksik ve Apoptotik Etkisi Marmara Fen Bilimleri Dergisi 2018, 2: 163-175

Sekil 4. C .acinaciformis metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro apoptotik ve nekrotik etkisi A: Coziicii kontrol;
B: Farmorubicin; C: 250 pg/ml metanol ekstresi; D: 500 pg/ml
metanol ekstresi; E: 1000 pg/ml metanol ekstresi (* normal hiicre;
apoptotik hiicre)

Metanol ekstresinin Caco-2 hiicreleri lizerindeki apop-
totik etkisi ise konsantrasyon artigina bagli olarak artmakla
birlikte, MCF-7 hiicrelerinde gdzlenen apopototik etkiye
nazaran daha diisiik olmustur. 1000 pg/ml’lik en yiiksek
ekstre uygulamasinda gozlenen etki ancak % 49.00’a ula-
sabilmistir (Tablo 5). Metanol ekstresinin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki nekrotik etkisi de yine 6nemsiz olmakla birlikte,
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda daha fazla nekrotik
etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 5, Sekil 5, Sekil 6).
Caco-2 hiicrelerinde metanol ekstresi uygulamasi sonra-
sinda gozlenen nekrotik etki ile Farmorubicin’in nekrotik
etkisi karsilagtirildiginda bu etki istatistiki agidan 6nem-
sizdir (Tablo 5).

W Caco-2 Apoptotik H. (%)

49
50 43
40
32,33
25
20
10
1
0

Cdz. Kontrol  Farmorubicin ME 250 ME 500 ME 1000
40 pg/ml pg/ml ug/ml ug/ml

Apoptozis (%)
w
o

Gruplar

Sekil 5: C. acinaciformis metanol ekstresinin Caco-2 kolon
kanseri hiicreleri izerindeki in vitro apoptotik ve nekrotik etkisi
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Sekil 6: C .acinaciformis metanol ekstresinin Caco-2 hiicreleri
tizerindeki in vitro apoptotik ve nekrotik etkisi A: Coziicii kontrol
Caco-2; B: Farmorubicin Caco-2; C: 250 pg/ml metanol ekstresi
Caco-2; D: 500 pg/ml metanol ekstresi Caco-2; E: 1000 pg/ml
metanol ekstresi Caco-2 (* normal hiicre; apoptotik hiicre; X
nekrotik hiicre).

IV. TARTISMA

Kalitatif fitokimyasal tarama testleri C. acinaciformis
toprak istii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinde
agirlikl olarak fenol ve taninlerin ve az miktarda da flavo-
noid ve antrakinon bulundugunu, alkaloid ve saponinin ise
olmadigini ortaya koymustur (Tablo1). Ancak bu ¢aligmada
sadece metanol ekstresi ile ¢alisildigi icin, degisik polarite-
lere sahip farkli ekstrelerde de bu taramanin yapilmasi so-
nucunda, farkl: fitokimyasallarin varliginin da belirlenebile-
cegi diislinilmektedir.

Caligmada metanol ekstresinin toplam fenolik madde
miktari, gallik asit esdegerligine gore 61.26+0,110 mg GA-
E/g ekstre olarak belirlenmistir (Tablo 2). Fenolik maddece
zengin oldugu gozlemlenen ekstrelerin serbest radikalleri
siiplirme aktivitesi de yiiksek olmaktadir. Fenolik madde
ve flavonoid miktarlari ile antioksidan kapasitesi tayin yon-
temleri arasinda da bir iliski mevcut olabilecegi gibi, 6zel-
likle radikal siipiirme temeline dayali DPPH gibi metotlarin
toplam fenolik madde ve flavonoid miktarlari ile iligkisi de
6nemli olabilir [23].

DPPH radikali biyolojik bir radikal olmamasina ragmen,
antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitelerinin tayini
icin kabul gérmiis bir indikatordiir [24, 25]. Metanol ekstresi-
nin DPPH radikalini siiplirme aktivitesinin konsantrasyon ar-
tisina bagl olarak rutinden (% 95.80) bile oldukea yiiksek (%
98.85) degerlere ulastigi bulunmustur (Tablo 2). Falleh ve ar-
kadaslarinin [26] Mesembryanthemum edule L. (Aizoaceae)
bitkisinin toprak iistii kisimlart ile kokiinden elde ettikleri
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metanol ekstresinin antioksidan 6zelliklerini ve fenolik bi-
lesiklerini belirlemek amact ile yaptiklart ¢alismanin sonug-
larma gore, bitkinin calisilan biitiin organlar pozitif kontrol
olarak kullanilan BHT ye kiyasla yiiksek antioksidan aktivite
gostermigtir. En yiiksek antioksidan aktiviteyi bitkinin gévde
ve yapraklarin (sirastyla, 86.5 ve 68.7 mg GAE g-1 DW) gos-
terdigi bulunmustur. Bizim ¢alismamamizdan elde ettigimiz
sonuglarda, bu ¢alismanin sonuglarina benzerlik gostermek-
tedir. Caligmadan elde edilen sonuglara gore, metanol ekstre-
sinde bulunan fenolik madde iceriginin, ekstrenin gosterdigi
antioksidan aktiviteyi de etkiledigi sdylenebilir. Bitkilerden
farkli yontemlerle elde edilen ekstrelerin ¢oziicii 6zelliklerine
gore farkli bilesikler icermesi, ekstrelerin DPPH {izerinden
serbest radikali siipiiriicii aktivitelerinin birbirinden farkli ol-
masina ve polar ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstrelerin,
polar olmayan ¢dziiciiler kullanilarak elde edilen ekstrelerden
¢ok daha yiliksek DPPH radikal siipiiriicti aktivite gosterme-
sine neden olabilmektedir [27-30]. Tek bir ydontemle antioksi-
dan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim ol-
madigi, antioksidan aktivitesi belirlenirken, farkli yontemler
kullanilmasi ve elde edilen aktivite sonuglarinin, her bir 6zel-
lige gore verilmesinin daha dogru bir yaklasim olacagi da dii-
stiniilmektedir.

Canli organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dis-
mutaz gibi bir¢ok enzim tarafindan olusturulabilir. Hidro-
jen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat bir¢ok hiicre tipinde
20- 50 mg’m tizerinde oldugunda serbest radikallerin artma-
sina sebep oldugundan, toksik etkiye neden olabilir. Hidro-
jen peroksit, hiicre kiiltiiriine ilave edildiginde de gecis me-
tal iyonlar1 varliginda oksidatif DNA hasarlarina sebep olan
hidroksi iyonlarin olugmasina sebep olur. Biitiin bunlar-
dan dolay1 farmasotik ve gida sistemlerini oksidatif hasar-
dan korumak i¢in bu sistemlerden hidrojen peroksidi uzak-
lastirmak olduk¢a onemlidir [31]. Denemelerde standart
olarak kullanilan askorbik asidin H,O, stipliirme aktivitesi %
43.90 iken; C. acinaciformis metanol ekstresinin H O, sii-
plirme aktivitesinin bulunmadigi tespit edilmistir (Tablo 3).

Calismamizda metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki
ekstraktlarmin ¢dzeltideki Fe?* iyonlarmi baglayabilmek
icin ferrozin ile yarigmasina gore degerlendirilmistir. Kiyas-
lama maddesi olarak iyi bir metal selatlayict olan EDTA se-
cilmistir. C. acinaciformis toprak istii kisimlarindan elde
edilen metanol ekstresinin metal selatlama aktivitesinin ne-
redeyse yok denecek kadar diisiik oldugu belirlenmis (siras1
ile; % 0.00, % 1.67, % 2.28 ve % 5.13) ve standart olarak
kullanilan EDTA’nin metal selatlama aktivitesi karsisinda
(% 77.56) etkisiz oldugu daha belirgin olmustur (Tablo
3). Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron trans-
fer edebilmesiyle iligkilidir ve potansiyel antioksidan ak-
tivitesinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilir. Gegis
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metalleri arasmdan Fe?*, lipid oksidasyonunda prooksidan
olarak bilinir. Fenton reaksiyonu (Fe?** H,O,—Fe** +OH-
+ OH?®) vasitasiyla reaktif oksijen tiirlerini olusturur ve lipid
oksidasyonunu hizlandirir [32]. Bitki ekstreleri, ge¢is metal
iyonlarini baglayarak ortamdaki konsantrasyonlarini azaltir
ve Fe*? katalizli lipid peroksidasyonunu geciktirirler.

Calismadan elde edilen sonuglar, C. acinaciformis bit-
kisi toprak istii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresi-
nin toplam fenolik icerigi ile DPPH radikalini siipiirme ak-
tivitesi arasinda pozitif dogrusal bir iligski oldugunu ve C.
acinaciformis bitkisinde bulunan fenolik bilesiklerin (fenol-
ler, taninler ve antrakinonlar) H,O, siipiirme aktivitesi ¢ok
diisiik olmasina ve metal selatlama aktivitesinin ise olma-
masina ragmen, iyi bir radikal siipiiriicii antioksidan kaynag1
olabilecegini gostermistir.

Sitotoksisitenin belirlenmesi, ¢esitli kimyasal ve fizik-
sel ajanlarla birlikte, bitkisel ekstrelerin potansiyel antine-
oplastik ozelliklerinin belirlenmesine de yardimci olmak-
tadir [33]. Kanser, proliferasyon dengesizligi ve apoptozis
engeli ile karakterize edilen bir hastalik durumudur. Kont-
rolsiiz hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu, karsinogenezisin
en 6nemli 6zelligidir [34]. Hiicre proliferasyonunun inhibis-
yonu ve apoptozisin tegvik edilmesi tiimdr tedavisinde kul-
lanilan etkili yontemlerdendir [35, 36].

Arastirmanin sonuglari, C. acinaciformis toprak st ki-
simlarindan elde edilen metanol ekstresinin MCF-7 hiicre-
lerinde oldukga yiiksek oranda sitotoksik etkiye neden ol-
dugunu, Caco-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin
ise MCF-7"den daha diisiik oranda oldugunu gdstermistir
(p<0.05). C. acinaciformis toprak istii kisimlari metanol
ekstresi artan konsantrasyonlarda MCF-7 ve Caco-2 hiic-
releri lizerinde farkli derecelerde sitotoksik etki gdstermis-
tir (Tablo 4, Sekil 2). MCF-7 hiicreleri 1000 pg/ml meta-
nol ekstresi ile muamele edildiginde, ortaya ¢ikan sitotoksik
etki % 92.22 olurken, ayn1 konsantrasyondaki metanol eks-
tresi muamelesi ile Caco-2 hiicrelerinde gézlenen sitotoksik
etki, ancak % 53.00 gibi bir degere ulasabilmistir. Metanol
ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi po-
zitif kontrol olarak kullanilan ve antikanser ila¢ olan Farmo-
rubicin’in gosterdigi sitotoksik etkiye (% 98.22) yakin bu-
lunmustur (Tablo 4, Sekil 1).

Martins ve arkadaglar1 [37] C. edulis ’in taze yapraklarini
kullanarak elde ettikleri metanol ekstresinden saflastirilan
bilesiklerin (B-Amyrin, Oleanolic acid, Uvaol, Monogala-
ctosyldiacylglycerol, Catechin, Epicatechin ve Procyanidin
B5) fare lenfoma parental hiicreleri ile insan MDR1 ile trans-
fekte edilmis fare lenfoma hiicreleri tizerindeki antiprolifera-
tif aktivitesini arastirmiglardir. Calismanin sonuglari, C edu-
lis metanol ekstresinden elde edilen bilesikler ile muamele
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edilen hem fare parental hem de MDRI ile transfekte edil-
mis hiicrelerin ¢ogalmasinin azaldigini gostermistir. Oleano-
lik asit, uvaol ve katesinin antiproliferatif aktivitesi ebeveyn
hiicre dizisinde daha belirgin olurken, B-Amyrin ve epikate-
sinin antiproliferatif etkisi ise her iki hiicre dizisi i¢in 6nemli
ol¢iide farklilik gostermemistir. Aragtiricilar, Uvaol ve B-a-
mirin veya oleanolik asit arasindaki yapisal farkin, C-29 po-
zisyonundaki metil grubundan kaynaklandigini ve bunun da
bilesiklerin antiproliferatif aktivitesinde 6nemli bir rol oy-
nadigini diisiinmektedirler. Ayrica, fare parental hiicrelerinin
de kanser hiicreleri olmasindan dolay1, metanol ekstresinde
bulunan bilesiklerin bu hiicrelerde de replikasyonu azalttigi-
nin gézden kagirilmamasi gerektigini de belirtmislerdir.

C. acinaciformis toprak tistli kisimlar1 metanol ekstresinin
MCEF-7 ve Caco-2 hiicreleri lizerinde olusturdugu apoptotik
etki de sitotoksik etkiye benzerlik gdstemistir (Tablo 5, Sekil
3, Sekil 4 ). Metanol ekstresi uygulamasi ile MCF-7 hiicreleri
tizerinde Caco-2 hiicrelerine nazaran daha fazla apoptotik etki
ortaya ¢ikmis ve aradaki farkin istatistiki acidan da énemli ol-
dugu bulunmustur (p<0.05). Metanol ekstresinin MCF-7 hiic-
releri lizerinde gosterdigi etki, antikanser ila¢ olan Farmaru-
bicin’in apoptotik etkisinden bile (% 37.00) ¢ok daha yiiksek
olmustur (sirast ile; % 30.00, % 54.33 ve % 87.00). Ozellikle
MCEF-7 hiicrelerinde ortaya ¢ikan giiclii sitotoksik ve apopto-
tik etki, metanol ekstresinde bulunan fenolik bilesikler (fenol-
ler, taninler ve antrakinonlar) ile iliskilendirilebilir. Ciinkii fe-
nolik bilesikler antioksidan aktivitenin yani sira, karsinojen
metabolizmasinin modiilasyonu, hiicre ¢ogalmasi ve farkli-
lasmasinda onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde gen ifa-
desinin diizenlenmesi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve
apoptozisin tesvik edilmesi, gesitli sinyal akis yolaklarinin in-
hibe edilmesi gibi ¢ok sayida tamamlayici ve bir arada caliga-
bilen etki mekanizmasina sahiptirler [28-42]. Ayrica, fenolik
bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak DNA’y1 inhibe etmek
suretiyle sitotoksik etki gosterdikleri de bilinmektedir [43].

Caligmadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; in
vitro bulgular, C. acinaciformis metanol ekstresinin MCF-7
hiicreleri tizerinde gosterdigi giiclii sitotoksik ve apopto-
tik etki nedeni ile meme kanserine karst DNA hasarina ne-
den olabilecek potansiyel bir sitotoksik ajan olarak kulla-
nilabilecegini ve meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek
bitkisel kaynaklar agisindan kanser tedavisi i¢in degerlen-
dirilebilecegini diistindiirmektedir. Bununla birlikte, 6zel-
likle metanol ekstresinde bulunan bilesiklerin izole edilerek
daha ayrintili olarak calisilmasi gerekmektedir. Ayrica, bit-
kisel kokenli bilesiklerin in vitro ortamda farkli kanser hiic-
releri iizerinde gosterdigi sitotoksik ve apoptotik etkilerin,
ozellikle insan saglig1 ag¢isindan in vivo kosullarda nasil bir
etki olusturacagina dair, daha ileri arastirmalara ihtiyag ol-
dugu da agiktr.
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