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Abstract

Tibbi 6nemi olan bitkiler, zengin bilesenleri nedeniyle kanser de dahil ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde en 6nemli ilag kaynaklarindan birini temsil etmektedirler.
Bu ¢alismanin amaci, Hyoscyamus niger bitkisinin toprak iistii kisimlarinin metanol
(HNM) ve su (HNS) ekstraktlarimin 17 farkli fenolik madde igerigini arastirmak, in
vitro antiproliferatif aktivitesini degerlendirmektir. Bu amagla ekstraktlarin 17
farkli fenolik madde igerigi HPLC ile belirlendi. Antiproliferatif aktivite ise,
karaciger kanseri hiicre hatti (Hep G2), osteosarkoma hiicre hatti (U-2 OS) ve
saglikli fare fibroblast (L-929) hiicre hatlarina karst MTT testi ile tayin edildi.
Ekstraktlarda en fazla miktarda askorbik asit belirlendi. HNM ekstrakti igerik
yoniinden HNS ekstraktindan daha zengindi. Antiproliferatif aktivite sonuglarina
gore en giiclii etkiyi HNM ekstrakti, 6zellikle Hep G2’ye karst gosterdi. Genel
olarak degerlendirildiginde HNM ekstraktinin fenolik madde igerigi ve
antiproliferatif aktivite bakimindan daha iyi oldugu belirlendi. Bitki ekstraktlarinin
aktif bilesenlerinin izole edilerek daha fazla in vivo ve in vitro calismalarin
yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Hyoscyamus niger L. of Medical Importance: Phenolic Substance
Content and in vitro Antiproliferative Activities
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Antiproliferative,
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Phenolic

Abstract

Medically important plants represent one of the most important sources of drugs in
the treatment of various diseases, including cancer, due to their rich components.
The aim of this study was to investigate the content of 17 different phenolic
substances of methanol (HNM) and water (HNS) extracts of the aerial parts of the
Hyoscyamus niger plant and to evaluate the in vitro antiproliferative activity. For
this purpose, the content of 17 different phenolic substances of the extracts was
determined by HPLC. Antiproliferative activity was determined by MTT assay
against osteosarcoma cell line (U-2 OS), liver cancer cell line (Hep G2) and
healthy mouse fibroblast cell (L-929) cell lines. The highest amount of ascorbic
acid was determined in the extracts. HNM extract was richer in content than HNS
extract. According to the antiproliferative activity results, HNM extract showed
the strongest effect, especially against Hep G2. When evaluated in general, it was
determined that HNM extract was better in terms of phenolic content and
antiproliferative activity. By isolating the active components of plant extracts. It is
important to conduct more in vivo and in vitro studies.
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1. Giris

T1bbi amagla kullanilan bitkiler tarih boyunca birgok
hastaligin tedavisinde Onemli bir role sahip
olmuslardir. Bircok 6nemli tibbi bitkiyi biinyesinde
bulunduran, tabiatta 85 cins ve 2200 den fazla tiirii
barindiran Solanaceae familyasidir. Bu familyanin
iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren 9 cins ve 31
tiirii bulunmaktadir. Eczacilikta kullanim alani olan
ve zehir etkisi yapan tropan alkoloitleri bu familyaya
ait tiirlerde bulunmaktadir. Sebze olarak kullanilan
bitkiler (Domates, Biber, Patlican vs.) yoniinden de
onemli bir familyadir [1]. Bu familyaya ait olan
Hyoscyamus cinsinin Tiirkiye florasinda H. niger, H.
albus, H. reticulatus, H. aureus, H. pusillus ve H.
leptoclyx olmak {iizere alt1 tiirii bulunmaktadir [2].
Hyoscyamus niger yaygin olarak henbane, siyah
henbane veya kokusmus it iiziimii olarak bilinen
zehirli bir bitkidir [3].

Kanser, modern ¢agin en yaygin ve 6limciil
hastaligidir [4]. Bitki bazli ilaglar, kemoterapdtik
ilaglar ig¢in birincil kaynak olarak iyi bir etki
potansiyeline sahiptir. Kolorektal, 16semi ve gogiis

kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde su anda
kullanilan  kemoterapotik  ajanlardan  bazilari
baglangicta bitkilerden tiiretilmistir [5,6]. Bu
nedenle, bitkiler antitimor bilesikleri
bulundurduklar1 i¢in iyi kaynaklardir. Bazi
Hyoscyamus tiirlerinden elde edilen tropan
alkaloidleri  hyoscyamine ve scopolamine'nin

analjezik oldugunu gostermistir [7,8]. H. niger,
sentezledigi alkaloidlerin disinda, canlilarda son
derece etkili rollere sahip saponinler, lignanlar,
kumarinolignanlar ve fenolik bilesikleri biinyesinde
sentezlemektedir [9]. Bitkisel kaynakli fenolik
bilesikler insan viicudunda kanser ve onemli kalp

hastaliklarina kars1 koruyucu aktivite
gbstermelerinin yani sira, antioksidan,
antienflamatuvar, anti-allerjik, antimikrobiyal

aktiviteleri de bulunmaktadir [10]. Ayrica 6nemli bir
fenolik bilesik grubu olan flavonoidlerin antioksidan
ozellikleri sayesinde insan biinyesinde cesitli kalp
rahatsizliklart ve kanser gibi tehlikeli hastaliklara
karst koruyucu rolleri bulunmaktadir [11]. Tibet
Tibbr’nda H. niger antihelmintik, antitiimdral ve
antipiretik olarak kullanilmaktadir [12].

Literatirde bir¢ok bitki tirtiniin kimyasal
bilesimi ve biyolojik aktiviteleri bilinmesine ragmen,
bilesiklerin seviyesi ve kalitesi 1ile biyolojik
aktiviteleri cografi kdken ve yetistirme kosullarma
gore Onemli Olclide degisebilmektedir [13]. Bu
nedenle bu arastirma, 1600 m rakima sahip Agrinin
Patnos ilgesinde toplanan H. niger bitkisinin fenolik
bilesik miktar1 ve antikanser aktivitelerini
degerlendiren ilk calismadir. Bu bitkiden elde edilen
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metanol ve su ekstraktlarinin 17 fenolik madde
miktar tayini Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile yapildi. Ayrica ekstraktlarin karaciger
kanseri hiicre hatt1 (Hep G2), osteosarkoma hiicre
hatt1 (U-2 OS) ve saglikli fare fibroblast hiicre (L-
929) hatlar1 {izerindeki antiproliferatif aktiviteleri
arastirildi.

2. Material and Metot

2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmas ve
Ekstraksiyonu

H. niger bitkisi Agr ili Patnos il¢esinde toplandi.
Toplanan bitki 6rneklerinin Tirkiye Florasina gore
tanimlanmasi yapildi [2]. Bitki 6rnekleri herbaryum

materyali  haline getirilerek Mus  Alparslan
Universitesi, Arastirma Laboratuvarlarinda
saklanmaktadir. Bitkinin toprak {istii kisimlari

gblgede kurutulmaya birakildi. H. niger metanol
(HNM) ve su (HNS) ekstraktlar1 daha Once
tarafimizca yapilan ¢alismada oldugu gibi hazirlandi
[14].

2.2. HPLC ile Fenolik Madde Analizi

Fenolik madde miktarinin belirlenmesi amaciyla,

vanilin, gallik asit, askorbik asit, 3,4-
dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, mirisetin, absisik
asit, kersetin, apigenin, kaempferol, kurkumin,

katekol, trans-p-kumarik asit, sinnamik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, rosmarinik asit ve salisilik asit
standartlar kullanildi. Standartlarin son
konsantrasyonlar1 10 mg/ml olacak sekilde tartilip
50 ml’lik balon jojeler igine konuldu. Hazirlanan
standartlar %1°lik asetik asit ile 1/9 oraninda
asetonitril ilave edilerek ¢ozelti hazirlandi. Cozeltiye
1/1 oraninda metanol ilave edilerek standartlari
¢Ozmek i¢in gerekli olan stok ¢dzelti hazirlandi. Stok
¢ozeltilerden 5 farkli oranda (100 mM, 75 mM, 50
mM, 25 mM ve 10 mM) olacak sekilde numuneler
hazirland1 [15]. H. niger bitkisinden elde edilen su
ve metanol ekstraktlart HPLC’ye yiiklemek igin 20
mg/ml olacak sekilde stok c¢ozeltiyle seyreltilerek,
0,45 pm’lik membran filtreden gegcirilerek filtre
edildi. Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde
bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan elde
edilen entegre alanlar ve standart maddelerin ara
stok  c¢ozeltileri ile hazirlanan  kalibrasyon
egrilerinden yararlanildi. Fenolik madde analizinde
Agilent Technologies 1260 Infinity II HPLC cihaz
(Agilent, USA) kullanildi. Mobil faz olarak solvent
A igin; %1 asetik asit, B i¢in ise; asetonitril
kullanildi. HPLC konfiiglirasyonu 1260 DAD WR
dedektor (272, 280 ve 310 nm) , 1260 Quat Pump
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VL pompa (1 ml/dk akis hiz1), 1260 Vialsampler (20
pl enjekte) ve G7130A kolon firmmindan (28 °C)
olusmaktadir. Analiz igin kullanilan analitik kolon
ACE 5 C18 (250x4.6 mm id)’dir.

2.3. Ekstraktlarin Antiproliferatif Aktivitesi

Calismamizda, karaciger kanseri hiicre hatti (Hep
G2), osteosarkoma hiicre hatt1 (U-2 OS) ve saglikli
fare fibroblast hiicre (L-929) hatlart kullanildi. Hiicre
hatlar1 Mus Alparslan Universitesi Arastirma
Laboratuvarlarindan temin edildi. Bu hiicre hatlar1

icin besiyeri ortamn olarak RPMI (Sigma)
kullanildi. H. niger ekstraktlart RPMI’da 25, 50 ve
100  pg/ml  konsantrasyonlarda  hazirlanarak

sitotoksisitelerinin belirlenmesinde 3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) testi uygulandi [16]. Hiicre hatli besi ortami
ve ekstrakt igermeyen kuyucuklar kontrol grubu
olarak kullanildi. Bu kuyucuklarin mikroplate
okuyucuyla (Thermo scientific MULTISKAN GO,

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. HPLC Analizi ile Fenoliklerin Miktarlari

H. niger HNM ve HNS ekstraktlarinin fenolik
madde miktarlar1 Tablo 1’de verildi. HPLC ile
fenolik madde miktarlarina bakildiginda en fazla
miktarda askorbik asitin HNS’de (8.13+0,57 ug/ml),
en az miktarda sinnamik asitin HNM ekstraktinda
(0.75+£0.01 pg/ml) oldugu tespit edildi. HNM ve
HNS Kkarsilastinldiginda  4-hidroksibenzoik asit,
trans-p-kumarik asit, mirisetin, absisik asit ve
sinnamik asit miktarlarinda yiiksek derecede anlaml
fark tespit edildi. Her iki ekstraktta askorbik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, trans-p-kumarik asit ve katekol
var iken, HNM ekstraktinda ayrica mirisetin, absisik
asit ve sinnamik asit’in oldugu belirlendi. Toplam
fenolik miktar1t HNM ekstraktinda (15.03%0,05
pug/ml) daha fazla miktarda olup, HNS ekstraktina
kars1 yiiksek derecede anlamli farkin oldugu
gozlendi.

H. niger yaprak, kok ve tohumlarinda
hiyosiyamin, atropin, tropan ve skopolamin gibi
alkaloidler bulunmustur [17-19]. Ma ve ark., (2002)
alkoloid olmayan birlesiklerin varligini tespit
etmiglerdir [20]. Ayrica H. niger bitkisinin
alkaloidlere ek olarak, witanolidler, flavonoidler,
lignanlar, kumarinolignanlar, saponinler, gliseritler,
glikozitler ve fenolikler igerdikleri bildirilmistir [12].
Aym bitkinin fenolik igerigi Folin-Ciocalteu yontemi
ile belirlenmistir [21]. Yapilan bagka bir ¢aligmada
ise, klorojenik asit, rutin ve kuersetin miktarlari
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Finland) okutulduktan sonra alinan absorbans
sonuglart %100 canli hiicre olarak degerlendirildi.
Hiicrelerin % inhibisyon oranlar asagidaki formiil
yardimiyla hesaplandi.

ODg
% inhibisyon = 1 — ( Ornek

x100
ODKontrol>

2.4. istatistiksel Analiz

Verilerimiz % ortalama ve ortalamanin standart
sapmast (Mean +- SEM) olarak verildi. Hiicre
kiiltiirii ve fenolik madde miktarlar1 kendi aralarinda
One Way ANOVA’y1 takiben t testi kullanilarak
kiyaslandi. p<0.05 olanlar istatistiksel yonden
onemli kabul edildi ve istatistiki 6nemlilik dereceleri
“*” gsembolii ile belirtildi. Buna gore PP<0.05
*(onemli); P<0.01 **(¢cok 6nemli); P<0.001*** ve
P<0.0001**** (yiiksek derecede 6nemli); P>0.05 ns
(6nemsiz) gosterildi.

belirlenmistir. Calismada, Klorojenik asit 0.440.0
mg/g, rutin 9.2+0.5 mg/g ve kuersetin ise 1.1=0.1
mg/g olarak kaydedilmistir [22]. Calismamizda ise,
kuersetin varlig1 tespit edilmedi. HNM ekstraktinin
HNS ekstraktindan daha fazla fenolik madde igerdigi
belirlendi. Bu caligmaya benzer sekilde H. niger
bitkisinden elde edilen ekstraktlarin fenolik igerikleri
ile ilgili ¢aligmalar yok denecek kadar azdir.

3.2.Ekstraktlarin Hiicre Hatlarina Karsi
Antiproliferatif Aktivitesi

Ekstraktlarin li¢ farkli konsantrasyona sahip ¢ozeltisi
(25, 50 ve 100 pg/ml) bir giin boyunca Hep G2, U 2
OS ve L-929 hiicreleri ile muamele edildi ve
absorbanslar1  Olgiildii. Elde edilen absorbans
sonuglari ile hiicre hatlarinin % inhibisyon ve ICsp
degerleri hesaplandi. Hiicre hatlarina ait [Csg
degerleri Tablo 2’de, % inhibisyon grafikleri ise
Sekil 1°de verildi.

MTT testi ile ekstraktlarin %50 gelisme
inhibisyonu gosteren 1Csp degerleri hesaplanda.
MTT testi sonuglarmma gore Hep G2 (66.76
pg/ml), U 2 OS (532,59 pg/ml ) ve L-929
(201.76 pg/ml) hiicreleri ile en diisiik ICso
degeri HNM ekstraktina ait olarak belirlendi.
Hep G2 ve L-929 hiicre hatlarina kars1 farkli
konsantrasyonlardaki (25, 50 ve 100 pg/ml)
HNM ekstrakti, HNS’ye gore yiiksek derecede
anlamh fark gosterdi. Ayrica HNM ekstrakti U
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2 OS  hiicre hattina karst 50 pg/ml
konsantrasyonda uygulandiginda, antiproliferatif
ozelliginin HNS ekstraktindan yiiksek derecede
anlamh fark sergiledigi tespit edildi. 25 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarda ise HNM ekstrakti
HNS’ye kars1 cok onemli fark gosterdi.

Tablo. 1. H. niger ekstraktlarinin fenolik madde

miktarlar (ug/ml)
Fenolikler Miktarlar (pg/ml)
HNS HNM
Askorbik asit 8.13£0,57°  6.10+0,31
Gallik asit 0.00+0.00*  0.00+0.00
3,{1—Dihidr0ksibenzoik 0.00+0.00*  0.00+0.00
j?::idroksibenzoik asit  2.1240.03°  2.38+0.01
Trans-p-kumarik asit 1.36+0.01°  1.70+0.03
Mirisetin 0.00+£0.00°  1.85+0.01
Absisik asit 0.00+0.00°  1.28+0.01
Kuersetin 0.00+0.00*  0.00+0.00
Apigenin 0.00+£0.00*  0.00+0.00
Kaempferol 0.00+£0.00*  0.00+0.00
Kurkumin 0.00+£0.00*  0.00£0.00
Katekol 1.20+0.08*  0.97+0.02
Vanilin 0.00£0.00*  0.00+0.00
Kafeik asit 0.00+0.00*  0.00+0.00
Sinnamik asit 0.00+0.00°  0.75+0.01
Rosmarinik asit 0.00+0.00*  0.00+0.00
Salisilik asit 0.00+0.00*  0.00+0.00
Toplam fenolik 12.80+0.04° 15.03+0.05
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Tablo.2. H. niger ekstraktlarinin hiicre hatlar1 tizerindeki

IC50 degerleri

HNS

Hiicreler (IC HN I\le) (ICso
oHe pg/ml)

Hep G2 66,76 98,00
U-20S 532,59 576,52
L929 201,76 253,62

Hep G2 U-208 L929

80 80

60 60
40 40
ik

20 ¢ 20 -

inhibisyon oram (%)

inhibisyon oram (%)
inhibisyon oram (%)

P LSS '@’\f’;‘@@\%@,@@
é‘}‘(\éq&‘}‘(\ \;\!\ \59 Q‘é Q‘éQ\é Q‘ é‘s ﬁ\e

L P LSS
o
@“Q\‘\g‘“q\ g\"x\"

Konsantrasyon pg/ml Konsantrasyon pg/ml

Sekil. 1. H. niger ekstraktlarinin % inhibisyon grafikleri.

Konsantrasyon pg/ml

Polifenolik bilesikler agisindan zengin
olan tibbi bitkiler, antioksidan ve antisitotoksik
aktiviteleri  nedeniyle  kanser tedavisinde
kullanilan en 6nemli ila¢ kaynaklarindan birini
temsil etmektedir. Bu nedenlerle, kanser tedavisi
ve onkolojik arastirmalar i¢cin ¢ok Onemli bir
portal olusturan bitkilerden yeni antikanser
ajanlar  ve  bilesikler elde  edilmeye
calisilmaktadir. Bitki kaynakl1 timor
inhibitorleri, kanser hiicrelerinin tipine ve bitki
tirlerinin yan1 sira kullanilan ekstrakta da
baglidir. Cogu kemo oOnleyici bilesik ve bunlarin
analoglar1 veya tiirevleri baglangicta bitki
kokenlidir ve cesitli in vitro ve in vivo test
sistemlerinde  kendiliginden ve kimyasal
mutajenezi inhibe eder [23]. Hyoscyamus
cinsine ait bitki ekstraktinin Hep G2 hiicreleri
tizerindeki antikanser aktivitesi incelenmis ve
hiicre proliferasyonunun inhibisyon yiizdesinin
%97 oldugu belirlenmistir [24]. H. albus
yapraklarindan hazirlanan MeOH ekstresinin
farkli hiicre dizileri iizerinde giiclii sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [25]. H.
niger ekstrakti, tiim zaman dilimlerinde Hep G2
kanser hiicre dizisine karsi sitotoksik aktivite
sergilemigtir. Ayni ekstrakt, RD ve AMN-3
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hiicre hatlar1 iizerinde orta derecede sitotoksik
etkiye sahip iken, normal hiicre hatlar1 lizerinde
hicbir etki gostermemistir [26]. Ayrica H. niger
ekstrakti LNCaP insan prostat kanseri
hiicrelerinde  orta  derecede  sitotoksisite
sergilemistir [20]. Baska bir calismada ise, H.
niger yaprak ve tohum ekstraktlarinin kanser
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri
degiskenlik gostermistir. Bazi hiicre dizilerinde

sitotoksik reaksiyona neden olurken,
digerlerinde hiicre proliferasyonunu
indiiklemistir.  H.  niger  ekstraktlarinin

sitotoksisite araliginin, c¢esitli kanser hiicre
hatlarinda %7 ile %30 arasinda degistigi ve bu
bitkinin antikanser bilesikleri igermedigini
distindiirmtistir [13]. Kaempferol, kuersetin,
antosiyanlar, kumarik asit ve ellagik asit gibi
bazi bilesiklerin meme hatt1 hiicreleri (MCF-7),
oral (KB,CAL-27), kolon (HT-29, HCT-116) ve
prostat (LNCaP, DU-145) gibi insan kanser
hiicrelerinin ~ biliylimesini  engelleyebilecegi
bildirilmistir [27,28].

Bu calismada, o6zellikle metanol ekstrakti
konsantrasyon artisina  bagli  olarak en iyi
antiproliferatif aktiviteyi Hep G2 hiicre hattina karsi
gosterdi. Ayrica ekstraktlarin U 2 OS ve 1L929’a
karst disiik antiproliferatif aktivite gosterdigi
belirlendi. Bu durum konsantrasyon, kullanilan
¢oziicii ve hiicre hatlarina bagli olarak antiproliferatif
aktivitenin degiskenlik gosterebilecegi bilgisini
dogrulamaktadir. Ayn1 zamanda ekstraktlarin
kaempferol ~ ve  kuersetin  gibi  fenolikleri
icermemelerinden dolayr U 2 OS hiicre hattina karsi
iyi antiproliferatif aktivite gostermedigi
disiiniilmektedir.  Bununla  birlikte = metanol
ekstraktinda daha fazla miktarda kumarik asit
bulunmasindan dolayi, daha iyi antiproliferatif
aktivite sergilemesi literatiirdeki bilgileri dogrulama
niteligindedir. Ayrica, toprak yapisi, ekolojik
faktorler, genotipler ve iklim kosullarinin bitki
tiirlerindeki biyokimyasal igeriklerde farkliliklara yol
actig1 bilinmektedir [29]. Bu nedenle bu caligma ile
onceki  c¢aligmalarin  antiproliferatif — aktivite
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sonuglarinin  degiskenlik  géstermesinin  nedeni
bitkilerin  toplandigi  bolgedeki  farkliliklardan
kaynaklanabilir. FElde edilen sonuglar, farkh
bolgelerdeki  bitkilerin ~ biyolojik  aktiviteler
iizerindeki etkileri ile ilgili calismalara katki
sunmaktadir.

4. Sonuc ve Oneriler

Kanser, yliksek morbidite ve mortalitesi nedeniyle
tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul
edilmektedir. Dogal olarak elde edilen antikanser
bilesikleri nispeten daha az yan etkiye sahiptir, bu
nedenle arastirma i¢in ana odak noktasi olmaya
devam etmektedir. H. niger bitkisinin toprak stii
kisimlarindan elde edilen saf su ve metanol
ekstraktlarinin ~ fenolik madde igerikleri ve
antiproliferatif aktivitesi arastirildt. HPLC analiz
sonuclarina gore, en fazla oranda askorbik asit
varlig1 belirlendi. HNM ekstrakti icerik bakimindan
HNS ekstraktindan daha zengindi. Ekstraktlarin
antikanser aktivite sonuglarina gore en giiclii etkiyi
HNM ekstrakti, 6zellikle Hep G2’ye kars1 gosterdi.

Bu durumun nedeninin, ekstraktlarin igerdigi
bilesiklerin farkliligindan kaynaklandig:
disiiniilmektedir.  Gelecekteki caligmalar, aktif

bilesenleri izole etmeyi ve saflastirmay1 ve bunlarin
daha farkli kanser hiicreleri iizerindeki -etkisini
arastirmay1 amagclayacaktir. Bununla birlikte, aktif
bilesenlerin tam etki modunu kesfetmek i¢in daha
fazla in vivo ve in vitro ¢alismaya ihtiyag vardir.
Yazarlarin Katkisi

Bu calismada tiim katki yazarlara aittir.

Cikar Catismasi Beyani

Bu c¢alismada yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar
catismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyani

Yapilan ¢aligmada arastirma ve yayin etigine
uyulmustur.
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