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OZET: Primula vulgaris, Primula cinsine mensup bir bitki olup, bu bitkiler siklikla geleneksel tedavide
kullanilmaktadirlar. Farkli Primula tiirlerinin farkli ekstraktlarinin antioksidan ve sitotoksik etkilerini konu alan ¢ok
sayida calisma olmasina ragmen, P. vulgaris ekstraktlarinin bu 6zellikleri ile ilgili sinirli sayida caligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci P. vulgaris yapraklarmim dimetil siilfoksitli ekstraktinin antioksidan
ozelliklerinin ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesidir. Ekstraktin toplam fenolik madde miktar1, toplam flavonoid
madde miktar1 ve indirgeyici antioksidan gii¢ tayini spektrofotometrik yontemler kullanilarak belirlendi. Ekstraktin
sitotoksik etkisi ise insan akciger (A549), karaciger (HepG2), meme (MCF-7), prostat (PC-3) ve kolon (WiDr) kanser
hiicre serileri ile normal insan fibroblast hiicre serisi iizerinde MTT yontemi kullanilarak degerlendirildi. Ekstraktin
toplam fenolik madde igerigi ve indirgeyici antioksidan gii¢ degerleri 100 g 6rnek basina sirasiyla 1890.1+11.2 mg
gallik asit esdegeri ve 3233.1£176.2 mg troloks esdegeri olarak bulundu. Ekstrakt ¢aligilan tiim kanser hiicre serileri
lizerinde normal fibroblast hiicrelerine gore segici sitotoksik etki gosterdi ve ICso degerleri 133.3-253.8 ug/mL
arasinda hesaplandi. Bu ¢alisma P. vulgaris yaprak ekstraktinin antioksidan 6zelliklerini ve kanser hiicre serileri
tizerindeki sitotoksik etkisini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Ekstraktta bulunan antioksidan ve sitotoksik etki gosteren
molekiilleri ve bu etkilerin mekanizmalarini belirleyebilmek i¢in daha ileri ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Kanser, Primula vulgaris, Sitotoksisite

Evaluation of Antioxidant and Cytotoxic Properties of Primula vulgaris Leaf Extract

ABSTRACT: Primula vulgaris belongs to the genus Primula and this genus is frequently used in traditional medicine.
Numerous studies reported the antioxidant and cytotoxic effects of various extracts of different Primula species but,
there were limited studies of the antioxidant and cytotoxic effect of P. vulgaris. The aim of this study was to determine
the antioxidant properties and cytotoxic effects of dimethyl sulfoxide extract of leaves of P. vulgaris. The total
polyphenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and reducing antioxidant power of extract were evaluated
using spectrophotometric procedures. The cytotoxic effects of extract were revealed on human lung (A549), liver
(HepG2), breast (MCF-7), prostate (PC-3), and colon (WiDr) cancer cell lines and normal fibroblast cells using
thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) assay. TPC and FRAP values were 1890.1+11.2 mg gallic acid equivalents
and 3233.1£176.2 mg trolox equivalents per 100 g sample, respectively. The extract showed selective cytotoxic effects
on all studied cancer cell lines compared to normal fibroblast cells and I1Cso values ranged from 133.3-253.8 pg/mL.
This is the first study to reveal the antioxidant properties of P. vulgaris leaf extract and its cytotoxic effect on cancer
cell lines. Further studies are now needed to identify the antioxidant and cytotoxic molecules in the extract and their
mechanisms.

Key words: Antioxidant activity, Cancer, Cytotoxicity, Primula vulgaris

GIRiS

Kanser kiiresel bir saglik sorunu olup, gelismis ve
gelismekte olan tilkelerdeki oliimlerin sirastyla % 21 ve
% 9’unun kanser kaynakli oldugu bildirilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin 2050 y1l1 tahminlerinde yillik
yaklagik 27 milyon yeni kanser vakasi ve 17.5 milyon
kansere bagli 6lim ongoriilmektedir (Hussain ve ark.
2016). Pek ¢ok kanser hastasinin tedavisinde siklikla
kemoterapi ve radyoterapiye basvurulmakla birlikte, bu
tedavilerin zamanla normal hiicrelere de zarar vermesi ve
hedeflenen kanser hiicrelerinde diren¢ olusmasi bu
terapilerin basar1 yiizdesini diisiirmektedir (Behzad ve
ark. 2016). Bu nedenle giincel arastirmalar daha az yan

etkiye sahip yeni nesil ilag gelistirme ¢aligmalari {izerine
yogunlagsmaktadir (Unnati ve ark. 2013).

Bitkiler eski ¢aglardan beri pek ¢ok insan ve hayvan
hastaligina kars1 gerek koruyucu gerekse de tedavi edici
amaglarla kullanilmiglardir. Giiniimiizde kanser hiicre
¢ogalmasimmi durdurabilmek icin kullanilan ilaglarin
yaklasik % 50’si bitkilerden elde edilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gére gelismekte olan iilkelerde
yasayan insanlarin % 80’inden fazlasi primer saglik
sorunlarint gidermede dogal {iriinlere bagvurmaktadir.
Son yapilan anketler kanser hastalarmin % 60’indan
fazlasinin terapi amaciyla dogal iiriinleri kullandigini
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte tibbi bitkilerin ¢ok
az bir kismu antikanser 6zellikleri bakimindan bilimsel
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olarak degerlendirilebilmistir. Bu nedenle 6zellikle son
yillarda dogal iirlinlerden yeni nesil antikanser ilag
gelistirme ¢aligmalari hem bilimsel hem de ticari
cevrelerde biiyiik bir ilgiyle karsilanmaktadir (Unnati ve
ark. 2013). Primula; Primulaceae ailesine mensup bir
bitki cinsi olup, Kuzey Yarimkiire’de nemli ve iliman
iklim bolgelerinde yetisen 400°den fazla tiir igermektedir
(Aslam ve ark. 2014). Primula tiirleri geleneksel tedavide
bronsit, astim, uykusuzluk gibi rahatsizliklara kars
kullanilmaktadirlar (Najmus-Saqgib ve ark. 2009; Orhan
ve ark. 2012). Primula tiirlerinin saponinler, alkaloidler,
tanninler, terpenler ve fenolik bilesiklerce zengin oldugu
bildirilmektedir (Mostafa ve ark. 2014; Aslam ve ark.
2015). Primula tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal,
antigenotoksik, anti-inflamatuvar, hipoglisemik ve yara
iyilestirici ~ Ozellikleri  ¢esitli  ¢alismalarla  ortaya
konulmustur ve bu faydali biyolojik 6zellikler yukarida
ad1 gecen bilesiklerin varligina atfedilmektedir (Orhan ve
ark. 2012; Mostafa ve ark. 2014; Singh ve ark. 2014;
Aslam ve ark. 2015). Primula tiirleri bu faydali biyolojik
Ozelliklerinin belirlenmesinin ardindan 6zellikle son
yillarda basta gida ve kozmetik sanayi olmak lizere ¢esitli
ticari gevrelerin ilgisini toplamaktadir (Demir ve ark.
2014). Primula tirlerinin kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkinligini konu alan ¢aligmalarda ise; Primula
vulgaris ¢igek ve yapraklarinin sulu ekstraktlarinin
sitotoksik etkisi brine shrimp yontemi ile incelenmis ve
LCso degerleri sirastyla 311 ve 40 pg/mL olarak
bulunmustur (Turker ve Usta, 2008). Behzad ve ark.
(2016) ise Primula auriculata’nin metanollii ekstraktinin
insan kolon kanseri (HT-29) hiicre serisinde kaspaz
aktivasyonu saglayarak apoptotik ozellik sergiledigini
gostermislerdir. Bdyle oldugu halde literatiirde P.
vulgaris ekstraktlarinin sitotoksik etkinligini konu alan
siirlt sayida ¢alisma oldugu goriilmektedir. Buradan
hareketle hazirlananan bu ¢aligmanin amaci; Primula
vulgaris yapraklarindan dimetil siilfoksit (DMSO) ile
hazirlanan ekstraktin antioksidan 6zelliklerinin tespit
edilmesi ve ekstraktin insan akciger (A549), karaciger
(HepG2), meme (MCF-7), prostat (PC-3) ve kolon
(WiDr) kanser hiicre serileri ile normal insan fibroblast
hiicre serisi  tizerindeki  sitotoksik  etkisinin
belirlenmesidir.

MATERYAL ve METOT

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antioksidan aktivite analizlerinde kullanilan tiim
kimyasallar analitik sinifi saflikta olup Sigma-Aldrich
(St. Louis, ABD) firmasindan satin alindi. Hiicre
kiiltirinde kullanilan EMEM (Eagle's Minimum
Essential Medium) besiyeri ile tripsin ¢ozeltisi Lonza
(Verviers, Belgika), fetal bovin serum (FBS) Biochrom
(Berlin, Almanya) ve gentamisin ise Biological
Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israil) firmalaridan
temin edildi.

Kullanilan Laboratuvar Cihazlart

Bu ¢aligma yapilirken laboratuvar degirmeni (Retsch
ZM 200, Haan, Almanya), mikropleyt okuyucu
(Molecular Devices Versamax, California, ABD), hiicre

kiltirtc  kabini  (Heraeus KS-12, Langenselbold,
Almanya), CO; inkibatorii (Thermo Forma 381,
Marietta, ABD), ters faz mikroskop (Nikon Eclipse
TS100, Tokyo, Japonya), santrifiij (Eppendorf 5804,
Hamburg, Almanya) ve hassas analitik terazi (Mettler
Toledo AB204-S, Greifensee, Isvicre) gibi laboratuvar
cihazlar1 kullanildi.

Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan Primula vulgaris bitki 6rnekleri
2015 yili ilkbahar mevsiminde Trabzon’dan toplandi.
Bitkinin tiir teshisi Karadeniz Teknik Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Ufuk Ozgen
tarafindan yapild.

Ekstraksiyon

Bitki numuneleri oda sicakliginda 20 giin boyunca
kurutuldu, siire sonunda yaprak kisimlari dikkatlice
ayrilip laboratuvar degirmeni yardimiyla toz haline
getirildi. Toz haline getirilmis 6rneklerden 0.5 g alinarak
10 mL DMSO ile karstirildi. Karigim iyice
vortekslendikten sonra 45°C’de 150 rpm’de siirekli
calkalanarak 24  saat  inkiibasyona  birakildi.
Inkiibasyondan sonra karisim 2000xg’de 10 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant siizge¢ kagidindan siiziildii ve
ardindan 0.2 pm’lik filtrelerden gecirildi. Elde edilen
DMSO’lu ekstrakt deneylerde kullanilmak {izere
alikotlanip -20°C’de, karanlikta saklandi.

Toplam Fenolik Madde Tayini
Ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi, modifiye

edilmis Folin-Ciocalteu metoduna gore
spektrofotometrik olarak belirlendi  (Slinkard ve
Singleton, 1977). 12.5 pL o6rnek, 62.5 pL 1:10

seyreltilmis Folin reaktifi ve 125 puL % 20’lik sodyum
karbonat ¢ozeltisi ile karistirtlip oda sicakliginda,
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 760
nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6lgiimii
gerceklestirildi. Standart olarak gallik asit kullanildi ve
fenolik madde miktart mg gallik asite esdeger/100 g
ornek olarak hesaplandi.

Toplam Flavonoid Madde Tayini

Ekstraktin toplam flavonoid igerigi, aliiminyum
kloriir kolorimetrik metodu ile belirlendi (Moreno ve ark.
2000). 20 pL ornek; 172 pL % 80’lik etanol, 4 pL %
10’luk aliiminyum kloriir ve 4 uL. 1 M potasyum asetat
¢oOzeltisi ile karigtirtlip oda sicakliginda, karanlikta 40
dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 415 nm’de
mikropleyt okuyucuda absorbans ol¢timii
gerceklestirildi. Standart olarak kuersetin kullanildi ve
flavonoid madde miktar1 mg kuersetine esdeger/100 g
ornek olarak hesaplandi.

Demir Indirgeyici Giiciin Belirlenmesi

Demir indirgeyici giiclin  belirlenmesi  igin
Oyaizu’nun gelistirdigi yontem modifiye edilerek
kullanildi (Oyaizu, 1986). 40 uL. numune; 100 uL 0.2 M
fosfat tamponu (pH:6.6) ve 100 uL potasyum ferrisiyanat
ile karigtirtlip, karanlikta 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi
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ve siire sonunda su altinda sogutuldu. Karisimin {izerine
100 uL % 10’luk trikloroasetik asit ilave edildi ve karisim
2000xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Ust fazlardan 100’er
pL 6rnek aliarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarildi ve
iizerine 100 pL distile su ve 20 pL demir (III) klortir ilave
edildi. Son karigim oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda 700 nm’de mikropleyt
okuyucuda absorbans Ol¢iimii gergeklestirildi. Standart
olarak troloks kullanildi ve demir indirgeyici giic mg
troloksa esdeger/100 g 6rnek olarak hesaplandi.

Hiicre Kiiltiirii

Caligmada kullanilan A549 (CCL-185), HepG2 (HB-
8065), MCF-7 (HTB-22), PC-3 (CRL-1435) ve WiDr
(CCL-218) insan kanser hiicre serileri ile normal insan
fibroblast (CRL-2522) hiicre serisi Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC)’den satin alindi. Hiicreler % 10
fetal bovine serum (FBS) ve % 1 gentamisin ile
zenginlestirilmis L-glutamin igeren EMEM besiyeri
icerisinde % 5 CO2 ortaminda, 37°C’de, T-75’lik
flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi.

Sitotoksisite Analizleri

Ekstraktin kanser hiicre serileri lizerindeki sitotoksik
etkisinin belirlenmesinde  MTT metodu modifiye
edilerek kullanildi (Mosmann, 1983). Sitotoksisite
deneylerinde pozitif kontrol olarak cisplatin kullanildi.
Cisplatin DMSO ile ¢6ziildii ve ara stok ¢ozeltileri hiicre
kiiltiirii besiyeri ile hazirland1. Hiicrelerin maruz kaldig:
final DMSO konsantrasyonu tiim deneylerde % 0.5’in
altinda tutuldu. Tripsinizasyon ile flasklardan kaldirilan
hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu steril hiicre
kiiltir pleytinin her kuyucuguna 5000 hiicre diisecek
sekilde 200 pL besiyeri i¢inde ekildi. Baslangigtan 24
saat sonra; pleytler inkiibatorden alindi, kuyucuklardaki
besiyerleri otomatik pipet ile gekilerek uzaklastirildi ve
her bir kuyucuga 200’er pL taze besiyeri eklendi. Taze
besiyerleri {izerine son konsantrasyonlari 5-500 pg/mL
olacak sekilde ekstrakttan ve 1-10 pg/mL olacak sekilde
cisplatin ¢ozeltisinden uygun hacimlerde ilaveler yapilip
hiicrelerin bu maddelerin farkli konsantrasyonlar: ile
37°C’de 72 saat inkiibasyonu saglandi. Siire sonunda
kuyucuklardaki besiyerleri otomatik pipet ile ¢ekilerek
uzaklagtirildi ve biitiin kuyucuklara 190’ar pL taze
besiyeri eklendi. Her bir kuyucuga son konsantrasyonu
0.25 mg/mL olacak sekilde MTT boyas1 eklendi ve
pleytler 3 saat daha 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki besiyerleri otomatik pipet ile
cekilerek uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200’er pL
DMSO eklendi ve pleytler 90 dakika calkalayicida
bekletildi. Her bir kuyucukta olusan mor tonundaki
rengin absorbanst mikropleyt okuyucuda 570 nm dalga
boyunda okundu. Her 6rnegin her bir konsantrasyonu
icin elde edilen absorbans degerinin, herhangi bir
muamele gérmeyen kontrol absorbans degerine orani 100
ile ¢arpilarak her bir maddenin her bir konsantrasyonu
icin % hiicre canlilig1 hesaplandi. Elde edilen % hiicre
canliligi degerlerinin logaritmik konsantrasyona karsi
grafige gecirilmesi ile elde edilen grafikten her bir hiicre

serisinde ekstrakt ve cisplatin igin ICsp (yar1 maksimum
inhibitdér konsantrasyonu) degerleri hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi ve standart
sapma (mean+SD) alinarak hesaplandi. Deney sonuglari,
SPSS (Statistics Program for Social and Science) 13.0.1
istatistik programina yiiklenerek normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol
edildi. Normal dagilima uygun olduklar1 goriildiikten
sonra ANOVA testi, gruplar arasindaki iligkinin ortaya
konabilmesi i¢in ise post-hoc Tukey analizleri kullanildi.
p<0.05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Oksidatif  stres  oksidan-antioksidan  dengenin
bozulmas1 sonucu ortaya ¢ikan patolojik bir durum olup,
kanser, kardiyovaskiiler ve otoimmiin bozukluklar gibi
pek cok hastalikla iliskilendirilmektedir (Aliyazicioglu
ve ark. 2011). Antioksidan aktivite bu nedenle insan
saglig1 i¢in 6nem arz etmektedir ve 6zellikle son yillarda
pek cok biyolojik aktivitenin de antioksidan etkiden
kaynaklandigi ileri siiriilmeye baslanmgtir. Ozellikle son
yillarda dogal {irlinlerde bulunan fitokimyasallarin
oksidatif stres ile iligkili hastaliklardan korunmak igin
onemli roller iistlenebilecekleri ortaya konmugtur. Bu
fitokimyasallarin antioksidan karakterleri ile serbest
radikallerin  hiicre ic¢in zararli etkilerini bertaraf
ettiklerine inanilmaktadir. Test edilen dogal bir {irliniin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi, bu nedenle daha
genis kapsamli caligmalar igin bir baglangic noktasi
olarak kabul edilmektedir (Kaur ve Kapoor, 2001).
Bitkisel kaynakli ekstraktlarin antioksidan etkinliklerini
belirlemek igin birgok yontem tanimlanmistir. Toplam
fenolik madde igerigi, toplam flavonoid madde igerigi ve
indirgeyici gii¢ analizleri elektron transferine dayali
antioksidan aktivite belirleme yontemleridirler. Bu
yontemler antioksidan bir maddenin ortama konulan
oksidan karakterdeki bir bilesigi indirgeyebilme
kabiliyetini renk degisimi iizerinden belirlemeye olanak
saglamaktadirlar. Renkteki koyulagma, dolayisiyla
biiyiik absorbans degerleri maddenin antioksidan giicii ile
orantilidir (Dai ve Mumper, 2010). Hizli, giivenilir ve
maliyetlerinin  diisik olmalar1 sebebiyle de dogal
driinlerin ~ antioksidan  karakterlerinin  belirlendigi
caligmalarda siklikla kullanilmaktadirlar (Kaur ve
Kapoor, 2001). Bu nedenlerden dolay1r ¢alismada P.
vulgaris yapraklarindan hazirlanan DMSO’lu ekstraktin
antioksidan Ozellikleri, toplam fenolik madde tayini,
toplam flavonoid madde tayini ve indirgeyici gii¢ analizi
metodlart kullanilarak belirlendi ve sonuglar Cizelge
1’de gosterildi.

Orhan ve ark. (2012) P. vulgaris yapraklarinin sulu
ekstraktinin toplam fenolik madde icerigini 755 mg
gallik asit esdegeri/100 g 6rnek olarak bildirmislerdir.
Demir ve ark. (2014) ise etanollii P. vulgaris ekstraktinin
toplam fenolik madde icerigini 12280 mg gallik asit
esdegeri/100 g oOrnek olarak bulurlarken, 45 pg/mL
konsantrasyondaki ekstraktin indirgeyici giiciinii % 39.4
olarak hesaplamuglardir. Diger Primula tiirleri tizerinde
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yapilan ¢aligmalarda ise Jaberian ve ark. (2013) Primula
auriculata yapraklarimin metanollii ekstraktinin toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarlarin sirastyla 836 mg
gallik asit esdegeri/100 g 6rnek ve 116 mg kuersetin
esdegeri/100 g 6rnek olarak bildirirlerken, Aslam ve ark.
(2015) ise Primula denticulata yapraklarinin etanollii
ekstraktinin  toplam  fenolik ve flavonoid madde
miktarlarim sirasiyla 1593 mg gallik asit esdegeri/100 g
ornek ve 778 mg katesin esdegeri/100 g &rnek olarak
rapor etmislerdir. Caligmada elde edilen antioksidan
aktivite degerlerinin literatiir verileriyle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Aradaki farkliliklarin kullanilan bitki
tirtinden, bitkinin toplandig1 bdlgenin iklimsel, bitkisel
ozelliklerinden, ¢oziicii tiiriinden veya ekstraksiyon
metodundan kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 1. Primula vulgaris yaprak ekstraktinin antioksidan
ozellikleri (n=3)
Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi
Toplam fenolik madde miktart™* 1890.1£11.2
Toplam flavonoid madde miktari** 488.7+12.8
Demir indirgeyici gii¢*** 3233.1+176.2

*Toplam fenolik madde miktar1 mg gallik aside esdeger/100 g
ornek olarak verildi
"*Toplam flavonoid madde miktar1 mg kuersetine esdeger/100
g ornek olarak verildi
"*Demir indirgeyici gii¢ mg troloksa esdeger/100 g &rnek
olarak verildi

Kanser diinyadaki hastalik  kaynakli  &liim
nedenlerinin en dnemlilerinden birisidir. Diinya Saglik
Orgiitii 2005-2015 yillar1 arasinda yaklasik 84 milyon
insanin  kanser nedeniyle hayatim  kaybettigini
bildirmektedir (Behzad ve ark. 2014). Kanser tedavisinde
siklikla kemoterapiye basvurulmakla birlikte zamanla
ortaya ¢ikan toksik etkiler bu ilaglarin kullanimini
kisitlamaktadir. Hem kanser vakalarinin yiiksek
mortalite orani, hem de kemoterapi ve radyoterapinin
ciddi yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi kanser hastalarin
alternatif ve/veya tamamlayict tedavilere
yonlerdirmektedir (Unnati ve ark. 2013). iste bu noktada
dogal iriinlere yeni ilag kesifleri igin potansiyel
hammadde goziiyle bakilmakta ve dogal {irlinlerde
bulunan fenolik bilesikler yapilar1 ve aktiviteleri ile 6n
plana ¢ikmaktadirlar. Bu nedenle dogal iiriinlerin gerek
biitlin  haldeki ekstraktlarinin, gerekse de dogal
iiriinlerden izole edilen bilesiklerin antikanser etkilerinin
arastirilmasi oldukga popiiler ¢alisma alanlarindan birisi
haline gelmistir. Dogal {iriinlerin insanlar igin
kullanilabilirligini belirlemede yapilacak 6n ¢aligmalarda
oncelikle in  vitro  metodlarm  kullanilmasi
Onerilmektedir. Klinik denemeler ancak in vitro ve in
vivo  caligmalardan  pozitif —sonuglarm  alinmasi
durumunda tavsiye edilmektedir (Demir ve ark. 2016a;
2016b). Bir dogal bilesigin kemopreventif ya da
kemoterapoétik acidan etkili ve kabul edilebilir oldugunu
gOsteren bazi kriterler belirlenmis olup, bu kriterlerin en
onemlileri kullanilan dogal {iiriiniin kanserli hiicrelerde
gosterdigi  sitotoksik  etkiyi normal hiicrelerde
sergilememesi ve birden fazla kanser hiicre serisinde etki
gostermesidir (Demir ve ark. 2016b). Bu nedenle P.

vulgaris’in sitotoksik etkinliginin de incelendigi bu
caligma 5 farkli kanser hiicre serisi ve bir normal hiicre
serisi tizerinde in vitro kosullarda gergeklestirildi.
Glinlimiizde hiicre canliliginin, proliferasyon hizinin ve
sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in siklikla tripan blue,
MTT, notral red ve laktat dehidrogenaz (LDH) gibi
yontemler kullanilmaktadir (Weyermann ve ark. 2005).
Caligmada ekstraktin sitotoksik etkinligini belirlemek
icin hassas, kantitatif, giivenilir bir kolorimetrik metot
olan ve benzer ¢alismalarda da kullanilan (Demir ve ark.
2016a; 2016b) MTT yontemi tercih edildi ve artan
ekstrakt konsantrasyonuna karsi % hiicre canlilik
degerlerinin degisimleri Sekil 1’de gosterildi. (Negatif
kontrol grubuna gore hiicre canliligin istatistiksel olarak
anlaml sekilde (p<0.05) azaltan konsantrasyonlar * ile
gosterildi).

Literatiirde yayinlar arasi biitlinliigiin saglanmasi i¢in
dogal iriin ekstraktt ya da herhangi bir kimyasal
maddenin sitotoksik etkinligi ICso degerleri cinsinden
ifade edilmektedir. 1Csp; Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA)  tarafindan  negatif  kontrol  grubuyla
kiyaslandiginda % 50 absorbans azalmasi olusturan ilag
ya da kimyasal konsantrasyonu olarak tarif edilmektedir
(Demir ve ark. 2016a). Ekstraktin her bir hiicre serisi
tizerindeki sitotoksik etkisi hiicre biiylime egrilerinden
yola cikilarak ICsp cinsinden hesaplandi ve sonuglar
Cizelge 2’de sunuldu.

Sonuglar incelendiginde ekstraktin ¢aligilan 5 kanser
hiicre serisindeki ICso degerlerinin 133.3-253.8 pg/mL

konsantrasyon aralifinda degistigi  goriilmektedir.
Kanser hiicre serilerinde elde edilen degerler normal
fibroblast  hiicrelerinde  elde  edilen  degerle

kiyaslandiginda, ekstraktin sitotoksik etkisinin segici
oldugu anlasilmakta ve en segici sitotoksik etkinin MCF-
7 hiicre serisinde elde edildigi goriilmektedir.
Literatirdeki Primula tiirlerinin sitotoksik etkinligini
konu alan diger c¢aligmalarda ise; Primula
macrophylla’nin  etanollii ekstrakti ile etil asetat,
kloroform ve benzen fraksiyonlarinin sitoksik etkisi
brine shrimp (Artemia salina) yontemi ile incelenmis ve
en etkili aktivitenin etanollii ham ekstraktta gozlendigi
bildirilmistir (Najmus-Saqgib ve ark. 2009). Behzad ve
ark. (2014) Primula auriculata’nin  metanolli
ekstraktinin MCF-7, HepG2 ve HT-29 hiicre serilerinde
normal bovin bdbrek hiicrelerine gore segici bir
sitotoksik etki gosterdigini  bildirmislerdir. Ayni
caligmada ekstraktin 100 pg/mL konsantrasyona kadar
A549 hiicre serisinde herhangi bir sitotoksik etkisi
goriilmemistir.

Literatiirde Primula cinsi  bitkilerin  sitotoksik
etkinligini inceleyen az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte Primulaceae ailesinin iiyelerinden
Dionysia termeana’nin metanollii ekstraktinin insan
miyelojenik 16semi (K562), T-lenfositik 16semi (Jurkat),
mesane (Fen) ve akciger kanseri (A549) hiicre serilerinde
konsantrasyona bagli  sitotoksik etki  gOsterdigi
bildirilmistir. Yine ayni ¢aligmada ekstraktin kan kokenli
hiicre serilerindeki (K562 ve Jurkat) sitotoksik etkisinin
apoptozu arttirmasindan kaynaklandigi da belirlenmistir
(Amirghofran ve ark. 2007).
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Sekil 1. Primula vulgaris yaprak ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde hiicrelerin

canlilig izerine etkisi (n=3)

Cizelge 2. Primula vulgaris yaprak ekstraktinin ve cisplatinin sitotoksik etkisi (ICsp, pg/mL) (n=3)

A549 HepG2 MCF-7 PC-3 WiDr Fibroblast
Ekstrakt 144.3+6.4 148.3+3.2 133.3+4.5 253.8+10.9  160.8+2.5 316.9+10.8
Cisplatin 0.69+0.03 2.544+0.02 0.52+0.03 0.75£0.01 1.2940.01 4.96+0.1

Yapilan bir bagka calismada ise yine Primulaceae
ailesinin iiyelerinden Lysimachia vulgaris’in sulu
ekstrakti ile hekzan, diklormetan ve metanol
fraksiyonlarinin insan meme (MCF-7) ve karaciger
(HepG2/C3A)  hiicre  serilerinde 200  pg/mL
konsantrasyona kadar bir sitotoksik etkisi olmadigi
gosterilmistir (Pehlivan Karakas ve ark. 2015). Sadece
ekstrakt halinde degil gesitli Primula tiirlerinden izole
edilen bilesiklerin de sitotoksik etkinliklerinin
incelendigi ¢alismalar mevcuttur. Tokalov ve ark. (2004)
Primula denticulata’dan izole edilen 5-hidroksiflavon,
2’-hidroksiflavon,  5,2’-dihidroksiflavon ve  5,8-
dihidroksiflavon bilesiklerinin insan akut miyeloid
l6semi (HL-60) hiicre serisinde hiicre dongiisiini
durdurarak ve apoptozu arttirarak antiproliferatif etki
gosterdiklerini bildirmislerdir.

Polifenoller sekonder bitkisel metabolitlerin dnemli
bir smifi  olup kuvvetli antioksidan  ozellik
sergileyebildikleri bildirilmektedir. Polifenolik
bilesiklerin antioksidan Ozellikleri; reaktif oksijen
tiirlerine elektron verebilmeleri, radikal olusumunu
hizlandiran agir metal iyonlarimi selatlayabilmeleri ve
antioksidan/detoksifikasyon enzimlerini uyarabilmeleri
mekanizmalari ile agiklanmaktadir (Surh, 2003; Turan ve
ark. 2015). Ozellikle son yillarda polifenollerin kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebildigine ve bu
hiicrelerde kontrollii hiicre 6limii olan apoptozu
arttirabildigine dair ¢aligmalar hiz kazanmistir. Fenolik
bilesiklerin  antikanser etkinliklerinin ise; hiicre

sinyalizasyonunu ve antioksidan enzimleri modiile
edebilmeleri, hiicre dongiisiinii durdurabilmeleri ve
apoptozu indiikleyebilmeleri ozelliklerinden
kaynaklandigr ileri siiriilmektedir (Hu, 2011). Bu
bilesiklerin &zellikle DNA sentezini inhibe edebilme
ozellikleri ile mitozu durdurabilmeleri sonucunda
antiproliferatif etki gosterdikleri de bildirilmektedir
(Tokalov ve ark. 2004). Primula tiirlerinin kaempferol,
kuersetin, 5-hidroksi pirogallol, apigenin, katesin
tirevleri, gallik asit, rosmarinik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit ve ellagik asit gibi fenolik bilesikler yoniinden
zengin olduklar1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmis olup
(Mostafa ve ark. 2014, Shostak ve ark. 2016) bu
bilesiklerin ¢esitli kanser tiirleri {izerine antikanser
ozelliklerine dair literatiirler de mevcuttur (Ravishankar
ve ark. 2013). Cesitli dogal iriinlerden hazirlanan
ekstraktlarin  sitotoksik  ozelliklerinin  incelendigi
calismalarda, oncelikle ekstraktin biitlin haldeki etkisinin
incelendigi ve sonuglarin sinerjik etkiye atfedildigi
goriilmektedir. Ilerleyen ¢aligmalarda ise etkinin
goriildiigii fraksiyondan cesitli izolasyonlar yapilarak
igerikteki bilesenlerin bireysel etkileri
degerlendirilmektedir (Bufalo ve ark. 2009). Buradan
hareketle P. vulgaris yaprak ekstratimin = sitotoksik
etkinligine icerdigi biitiin bu fenolik bilesiklerin katki
verdigi diisiiniilmektedir.
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SONUC

Bu ¢aligma Primula vulgaris yaprak ekstraktinin
antioksidan ozelliklerinin ve in vitro sitotoksik etkisinin
kapsamli olarak incelendigi ilk ¢alismadir. Ekstraktin
sitotoksik etkisinin hangi mekanizmalar iizerinden
gerceklestiginin belirlenebilmesi i¢in daha kapsamli
calismalar gerekmektedir. Kullanilan numunelerin
iceriginin aydmlatilip, ¢aligmalarin farkli kanser hiicre
serilerinde  ve  deneysel yaklasimlarla devam
ettirilmesinin, klinik ¢aligmalarin Oniinii agabilecegi
diisiiniilmektedir.
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