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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 Elazığ, Turkey 
and extracts were prepared. Human liver cancer cell (HepG2)were treated by different concentrations (50, 100, 200 µg/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 µg/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 µg/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.
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Özet
Amaç: Birçok Psephellus ve Centaurea türü antipiretik, antiinflamatuar, diüretik ve sitotoksik gibi önemli farmakolojik aktivitelere sahiptir. Son günlerde 
kanserde terapötik amaçlar için bitki kaynaklı bileşiklerin kullanımına olan ilgi artmaktadır. Karaciğer kanseri tüm dünyada milyonlarca insanı etkilemek-
tedir. Bu nedenle tedavi için ortaya konan herhangi bir yaklaşım son derece değerlidir. Bu çalışmada, insan karaciğer kanseri hücresi (HepG2) kullanılarak 
P. pyrrhoblepharus bitkisinin topraküstü kısımlarından hazırlanmış olan metanol:su (1:1), kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin sitotoksik potansiyelinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
Gereç ve Yöntemler: Endemik bir bitki olan Psephellus pyrrhoblepharus (Boiss.) Wagenitz, Elazığ, Türkiye’den toplanarak ekstreler hazırlanmıştır. Eks-
treler farklı konsantrasyonlarda (50, 100, 200 ug/ml) farklı zaman noktalarında (6, 12, 24 s) insan karaciğer kanser hücre hatlarına (HepG2) uygulanmış ve 
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenltetrazolyumbromit (MTT) metodu kullanılarak hücre canlılığındaki değişim ölçülmüştür. 
Bulgular: Sitotoksisite ile ilgili olarak, farklı zaman noktalarında ekstrelerin maruziyetlerinin ardından hücre canlılığının azaldığı gözlenmiştir. Bununla 
birlikte, en yüksek sitotoksik aktivite, 24 saatte 100 ug/mL konsantrasyondaki kloroform ekstresinde gözlenmiştir (p˂0.05). Bitkinin kloroform ekstresi, 
metanol:su ve n-hekzan ekstreleri ile karşılaştırıldığında 12 saatte 200 ug/ml konsantrasyonda en yüksek sitotoksik etkinliği göstermiştir (p˂0.05). 
Sonuç: P. pyrrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma hücrelerinde doza ve zamana bağlı bir şekilde sitotoksik etki gösterdiği ileri sürülebilir. Genel 
olarak elde edilen sonuçlar, toksisite tehlikesi olmadan farklı uygulamalarda kullanılabilecek P. pyrhoblepharus ekstrelerinin eşik konsantrasyonları hak-
kında bilgi sağlamıştır.
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GİRİŞ

Asteraceae familyasında yer alan Psephellus ve Centaurea 
cinslerine ait türlerin birçok farmakolojik aktiviteye sahip 
olduğu yapılmış olan çalışmalarla gösterilmiştir (1-10). Bun-
lar içerisinde en çok bilinenler antiinflamatuar, antipiretik, 
sitotoksik, diüretik, ekspektoran, antidiyabetik ve emme-
nagog şeklindedir. Psephellus pyrrhoblepharus bitkisi, daha 
önce Centaurea genusu içerisinde incelenmiş olmakla bir-
likte morfolojik, anatomik, karyolojik ve palinolojik incele-
meler sonucunda Psephellus genusu içerisine alınmış olan 12 
Centaurea türünden biri olmuştur. Halk arasında Psephellus 
genusu ‘tülübaş’ adı ile bilinmektedir. Bu bitkinin sinonim 
isimleri Aetheopappus pyrrhoblepharus (Boiss.) Sosn. ve Cen-
taurea pyrrhoblephara (Boiss.)’dır. Bu çalışma için Elazığ böl-
gesinden toplanmış olan P. pyrrhoblepharus türü, endemik 
olup Türkiye'de Orta ve Doğu Karadeniz bölgeleri, Yukarı 
Kızılırmak bölgesi, YukarıFırat bölgesi ve Erzurum ve Kars 
bölgelerinde yayılım göstermektedir (11,12). Elazığ yöresin-
de yapılmış olan etnobotanik çalışmalarda ve kaynaklardan 
elde edilmiş olan bilgiler ışığında, Psephellus pyrrhoblepharus 
(Boiss.) Wagenitz bitkisinin yöre halkı tarafından ‘deli tülü-
baş’ adı ile bilindiği öğrenilmiştir (13). P. pyrrhoblepharus 
bitkisinin geleneksel kullanımına dair herhangi bir çalışma 
bulunmasa da, aynı cinse ait Psephellus appendicigerus, Psep-
hellus erzincanii ve Psephellus karduchorum bitkilerini de içe-
ren birçok türün yara iyileştirici olarak ve abse tedavisinde 
kullanıldığı yapılan çalışmalarla desteklenmiştir (10, 14). Bu 
da, çalışmamızda seçilen bitkinin potansiyel olarak terapötik 
etkiye sahip olabilme ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Kanser, yaklaşık 14 milyon yeni vaka ve 8 milyon ölümle 
birlikte morbidite ve mortalitenin önemli bir nedenidir. Tür-
kiye’de ölüm sebepleri arasında iskemik kalp hastalıkları son-
rasında 2. sırada yer almaktadır. Karaciğer kanseri tüm dün-
yada milyonlarca insanı etkileyen önemli bir kanser türüdür. 
Uluslararası kanser çalışmaları ve istatistikleri üzerine bilgi 
veren Dünya Sağlık Örgütü kaynaklı Globocan 2012 verile-
rine göre, dünyada erkeklerde en sık görülen 5. kanser türü 
olarak gösterilmiştir (15). Son zamanlarda kansere karşı te-
rapötik amaçlar için bitkisel kaynaklı bileşiklerin kullanımı-
na olan ilgi gitgide artmaktadır. Bu sebeple, karaciğer kanse-
rini tedavi etmek için herhangi bir yaklaşımın önemi oldukça 
büyüktür. Bu çalışmanın amacı, Psephellus pyrrhoblepharus 
(Boiss.) Wagenitz bitkisine ait farklı ekstrelerin karaciğer 
kanseri hücrelerinde doza bağlı yanıtını karşılaştırmaktır.

GEREÇ ve YÖNTEMLER

Bitkisel Materyal
Psephellus pyrrhoblepharus bitkisi, Elazığ ili Harput ilçesi 

Buzluk Mağarası kuzey yamaçlarında, kayalıklardan (1500 
m kadar yükseklikten) 2016 Mayıs-Haziran aylarında, bitki 
çiçekli halde iken toplanmıştır. Bitkinin teşhisi Doç.Dr. Uğur 
Çakılcıoğlu tarafından gerçekleştirilmiştir. Bitkiye ait herbar-
yum örnekleri ise Ege Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farma-
kognozi Anabilim Dalı Herbaryumu’nda 1464 numaralı her-

baryum olarak saklanmaktadır. Bitkinin toprak üstü kısımları 
safsızlık ve kirliliklerinden arındırılıp küçük parçalara bölün-
müş ve kurutulmuştur. Bu kısımlar metanol ile perkole edil-
miştir. Seryum sülfat ile ince tabaka kromatografisinde verdiği 
renklerin kontrolüne göre perkolasyona son verilmiştir. Elde 
edilen metanol ekstresi metanol:su (1:1) ile muamele edilmiş 
ve sonrasında sırasıyla n-hekzan ve kloroform ile ekstre edil-
miştir. Ayrı ayrı düşük vakumda çözücülerinden arındırılıktan 
sonra metanol:su, n-hekzan ve kloroform ekstrelerinin eldesi 
gerçekleşmiştir (16,17).

Hücre Kültürü Yöntemi
Bu çalışma için insan hepatoselüler karsinoma hücre hattı 

HepG2 (ATCC, #CRL-2266) kullanılmıştır. Çalışma süresin-
ce hücreler %10 FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin 
ve streptomisin içeren besi yeri (DMEM) kullanılarak hücre 
kültür kaplarına ekilip %5 CO2 ve 37°C’de inkübe edilerek ço-
ğaltılmıştır. Hücreler istenen oranda çoğaldıktan sonra tripsin 
(%0.25) yardımı ile flasklardan kaldırılarak santrifüj edilmiş, 
daha sonra 1:1 oranında hücre süspansiyonu ve %0.4 tripan 
mavisi solüsyonu ile karıştırılmıştır. Neubauer lamına yerleş-
tirilerek 1-2 dakika oda sıcaklığında bekletilerek invert mik-
roskopta sayılmıştır. Yöntem için gereken hücre sayısını içeren 
miktarlarda (5x103 hücre/kuyucuk) 96-kuyucuklu kültür kap-
larına ekilmiştir. Üç farklı konsantrasyonda (50, 100, 200 ug/
mL) ekstre 6, 12 ve 24 saat olmak üzere üç farklı sürede hüc-
reler ile muamele edilmiştir. Ardından hücre canlılığı analizi 
yapılmıştır.

Hücre canlılığı analizi
Ekstre uygulamalarının sonunda her bir kuyucuğa 20 mL 

(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid) tet-
razolium (MTT) çözeltisi (5 mg/ml, fosfat tamponu içinde) 
eklenmiştir. Üç saat süre ile %5 CO2 ve 37°C’ye ayarlanmış 
inkübatörde inkübe edilmiştir. Hücrelerin üzerinden çözel-
ti uzaklaştırılarak kuyucuklara 100’er μl DMSO eklenmiştir. 
MTT ile oluşan formazan kristallerini çözmek için 10 dakika 
37°C’de %5 CO2 inkübatöründe bekletilmiştir. Mikroplaka 
okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific) ile her bir kuyu-
cuk 570 nm dalga boyunda okutulmuştur. Okunan absorbans 
değerine göre hücre canlılığı % değişim olarak hesaplanmıştır. 
Referans dalga boyu olarak 650 nm kullanılmıştır. 

Bu makale, etik kurul kararı alınmasını gerektirecek çalış-
ma içermemektedir

İstatistiksel Analiz
P. pyrrhoblepharus bitkisinden hareketle hazırlanmış olan 

n-hekzan, kloroform ve metanol:su ekstrelerini kapsayan de-
ney gruplarında tüm örnekler en az beş kez çalışılmıştır. Sayı-
sal değerlendirmelerde ortalama değerler ve standart sapmalar 
rapor edilmiştir. Deney grupları arasındaki istatistiksel farklar 
ANOVA (analysis of variance) yöntemi ile %95 güven aralı-
ğında değerlendirilmiş, gruplar arasındaki ilişkiler Tukey’s 
post-hoc yöntemiyle saptanmıştır. Kontrol grubu olarak ekstre 
ile muamele edilmemiş hücre grupları kullanılmıştır.
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BULGULAR

Hücre proliferasyonu ve sitotoksisitenin belirlenmesinde 
sıklıkla kullanılan tuzlardan biri MTT’dir (18). Hazırlanan 
ekstrelerin insan karaciğer karsinoma hücre canlılığına et-
kisini değerlendirmek için söz konusu yöntemden yararla-
nılmıştır. Farklı solvanlar kullanılarak hazırlanan Psephellus 
pyrrhoblepharus (Boiss.) Wagenitz bitki ekstrelerinin hücre 
canlılığındaki değişim üzerine etkileri ölçüldüğünde kon-
santrasyona ve süreye bağlı olarak yanıtların farklılık göster-
diği gözlenmiştir (Şekil 1-3). 

Şekil 1. Altı saat süre ile üç farklı konsantrasyonda (50, 
100, 200 µg/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hücrelerin-
de hücre canlılığı üzerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol grubu

Karaciğer karsinoma hücre hattına altı saatlik uygula-
manın ardından, özellikle yüksek konsantrasyondaki n-hek-
zan ve kloroform ekstreleri hücre canlılığını kontrol grubu 
ile karşılaştırıldığında anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.05) 
(n-hekzan ekstresi (200 µg/mL) % 60.03 ± 7.21; kloroform 
ekstresi (200 µg/mL) %51.42 ± 1.26). Oniki saatlik uygulama 
karşılaştırıldığında her üç ekstrenin de doza bağlı olarak hüc-
re canlılığını etkilediği tespit edilmiştir (Şekil 2).

Şekil 2. On iki saat süre ile üç farklı konsantrasyonda (50, 
100, 200 µg/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hücrelerin-
de hücre canlılığı üzerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol grubu

Yirmidört saatlik uygulama sonucunda doza bağlı etki-
nin ortadan kalktığı fakat diğer taraftan, özellikle kloroform 

ekstresinin anlamlı düzeyde ve seçilen konsantrasyonlarda 
etkin olduğu tespit edilmiştir (p<0.05, Şekil 3).

Şekil 3. Yirmi dört saat süre ile üç farklı konsantrasyonda 
(50, 100, 200 µg/mL) uygulanan ekstrelerin HEPG2 hüc-
relerinde hücre canlılığı üzerine etkisi. *p<0.05 vs. kontrol 
grubu

En yüksek sitotoksik aktivitenin, 24 saat uygulama son-
rası 100 ug/mL konsantrasyondaki kloroform ekstresinde 
gerçekleştiği görülmektedir (hücre canlılığı kontrol grubu: % 
100.09 ± 0.87; kloroform (100 µg/mL) % 39.45 ± 3.43). Artan 
maruziyet süresine bağlı olarak methanol:su ekstresinin sito-
toksik etkinlinlik gözlenmemiştir. Bununla birlikte, Şekil 2’de 
görüldüğü üzere bitkinin kloroform ekstresinin, metanol:su 
ve n-hekzan ekstreleri ile karşılaştırıldığında en yüksek si-
totoksik etkinliği 12 saatte ve 200 ug/mL konsantrasyonda 
gösterdiği görülmüştür (%17.13 ± 0.28).

TARTIŞMA

Dünya çapında yaygın olarak uygulanan geleneksel tıp, 
bitkilerin antitümör, antioksidan ve antimikrobiyal bileşikle-
rin önemli ve güvenilir bir kaynağı olduğunu göstermektedir.  
Geleneksel tıpta kullanılan bitkilerin çeşitli biyolojik aktivi-
teler açısından değerlendirilmesi, biyoaktif bileşenlerin izole 
edilmesi ve karakterizasyonu yeni ilaç geliştirilmesine öncü-
lük etmektedir. Kanseri tedavi etmek için kullanılan kemo-
terapötik ilaçların çoğu hücre bölünmesini inhibe ederek ve 
hızlı bölünen hücreleri seçici olarak hedefleyerek çalışmakta-
dır. Bununla birlikte, birçok antikanser ajanın yan etkileri ve 
ajan karşı gelişen direnç ciddi sorunlar haline gelmiştir (19). 
Bu nedenle, özellikle doğal kaynaklı bileşiklerden kanser te-
davisi için güvenli ve daha etkili terapötik ajanlar geliştirme-
ye yönelik ihtiyaç gün geçtikçe artmaktadır.

HepG2 hücre hattı kullanılarak başka Centaurea türle-
rinden hareketle hazırlanmış olan ekstrelerin sitotoksik ak-
tivitelerine ait çalışmalar incelendiğinde, birçok türün de si-
totoksik aktivitesinin bulunduğu görülmüştür (20-22). Aynı 
hücre hattında P. pyrrhoblepharus toprak üstü kısımlarından 
hazırlanmış olan ekstrelerimizin sitotoksik aktiviteleri kar-
şılaştırıldığında, en yüksek aktiviteyi kloroform ekstresinin 
gösterdiği tespit edilmiştir.

Gerçekleştirmiş olduğumuz bu çalışma sonucunda P. py-
rrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma hücrelerinde 
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doza ve zamana bağlı bir şekilde sitotoksik etki gösterdiği 
kanıtlanmıştır. Elde edilen sonuçlar, toksisite tehlikesi olma-
dan farklı uygulamalarda kullanılabilecek üç ayrı P. pyrhob-
lepharus ekstresinin eşik konsantrasyonları hakkında bilgi 
edinmemizi sağlamıştır. Her bir ekstre için; artan konsant-
rasyonun azalan hücre canlılığı ile ilişkisi 24 saatten daha 
kısa süreli uygulamalarda geçerli olmuştur. Özellikle hücre-
nin ekstreye maruziyet süresinin sitotoksik etkilerin görül-
mesi açısından önemli olduğu dikkat çekmektedir. Ayrıca bu 
çalışma, P. pyrrhoblepharus ekstrelerinin HepG2 karsinoma 
hücrelerine karşı sitotoksik olduğunu ilk defa göstermiş ol-
ması bakımından da önem taşımaktadır. Bununla birlikte, 
bu ekstrelerin ve ihtiva ettikleri bileşiklerin tam potansiyelini 
anlamak için daha fazla in vitro ve in vivo çalışmaya ihtiyaç 
vardır.

P. pyrrhoblepharus bitkisi ekstrelerinin hücre canlılığın-
daki değişim üzerine etkilerinin ölçülmesi sonucunda, kon-
santrasyona ve süreye bağlı olarak yanıtların farklılık gös-
terdiği gözlenmiştir. 6 saatlik, 12 saatlik ve 24 saatlik her bir 
uygulama sonucunda belirlenen konsantrasyonlarda HepG2 
hücre hattına karşı en yüksek sitotoksik aktiviteyi kloroform 
ekstresinin gösterdiği tespit edilmiştir. Bu durum da, seçilen 
bitkinin sitotoksik aktiviteye sahip olduğunu destekleyen bir 
deney sonucu olmuştur.

Yine tarafımızdan yapılmış başka bir çalışmada, nörob-
lastoma hücre hattı üzerinde P. pyrrhoblepharus kloroform, 
n-hekzan ve metanol:su ekstrelerinin seçilen konsantras-
yonlarında toksik olmadığı tespit edilmiştir (23). Söz konu-
su çalışma P. pyrrhoblepharus bitkisinin beyin hücrelerinde 
nöroprotektif ve antioksidan potansiyelini destekler nitelik-
tedir. Çalışmamız; seçilen bitki ile HepG2 hücre hattı kulla-
nılarak yapılmış ilk çalışma olarak literature önemli bir katkı 
sağlamanın yanı sıra bitkilerle yapılan çalışmalarda farklı 
kanser tiplerinde farklı yanıtların saptanabileceğini göster-
mektedir. 

Teşekkür
Bu çalışmada imkanlarından faydalanılan Ege Üniversi-

tesi Farmasötik Bilimler Araştırma Laboratuvarı (FABAL)’na 
teşekkür ederiz.

Çıkar Çatışması Beyanı
Söz konusu çalışmada yer alan yazarlar arasında herhangi 

bir çıkar çatışması bulunmamaktadır.
Araştırmacıların Katkı Oranı Beyan Özeti
Yazarlar makaleye eşit katkı sağlamış olduklarını beyan 

ederler. 
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