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Dereotu (Anethum graveolens) insan Yumurtahk Kanseri Hiicre Hatti A2780 Uzerinde DNA Hasarina Neden
Olmadan Hiicre Oliimiinii indiikler
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One Cikanlar: OZET:

+ Dereotu . . . N .
I Entobotanik ¢alismalar dereotunun (Anethum graveolens) antibakteriyal ve antioksidan etki

* Hiicre oliimii

sergiledigini ve bazi kanser tiirleri lizerine baskilayic1 6zellik gosterdigi bildirilmektedir. Bu
calisgmada dereotunun, insan yumurtalik kanseri hiicre seriSine karsi sitotoksik ve genotoksik
etkilerini belirlemeyi amagladik. Dereotu 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlar1 insan yumurtalik
kanseri hiicre hatt1 (A2780) iizerine uygulandiktan sonra, 6ziitiin hiicre canliligi izerine etkileri
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile belirlendi. Sonrasinda,
sitotoksik etki gosteren dozlarin hiire DNA’s1 iizerine genotoksik etkileri tek hiicre jel
elektroforezi (Comet) yontemi ile ortaya konuldu. Dereotunun 600 pg/mL ve tizeri dozlar1 hiicre
canliligimi kontrol grubuna kiyasla onemli diizeyde azaltti (p<0.05). Sitotoksik etki artan
dozlarda daha belirgindi. Comet analizleri sonucunda A2780 hiicrelerinde uygulamalar sonrasi
DNA hasarinda anlamli bir degisikligin meydana gelmedigi belirlendi. Elde edilen bu sonuglar
dereotunun DNA hasarina neden olmadan hiicre canliligini farkli mekanizmalar {izerinden
azalttigin1 diisiindiirmektedir.

« Kanser

Anahtar Kelimeler:

« Dereotu

» Anethum graveolens
*  Yumurtalik kanseri
» Sitotoksisite

» Genotoksisite

Dill (Anethum graveolens) Induces Cell Death in a Human Ovarian Cancer Cell Line, A2780, without Causing DNA

Damage
Highlights: ABSTRACT:
: I(:;)é|||| death Ethnobotanical studies have reported that dill (Anethum graveolens) exhibits antibacterial and

antioxidant effects and shows suppressive properties on some cancer types. In this study, we

= Cancer aimed to determine the cytotoxic and genotoxic effects of dill against human ovarian cancer cell
Kevwords: lines. After different concentrations of dill extract were applied on human ovarian cancer cell
—\% line (A2780), the effects of the extract on cell viability were determined by (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Subsequently, the
genotoxic effects of cytotoxic doses on wild-type DNA were determined by single-cell gel
electrophoresis (Comet). Dill doses of 600 png/mL and above significantly decreased cell viability
compared to the control group (p<0.05). The cytotoxic effect was more pronounced at increasing
doses. As a result of Comet analysis, it was determined that no significant change in DNA
damage occurred in A2780 cells after the treatments. These results suggest that dill reduces cell
viability through different mechanisms without causing DNA damage.

» Anethum graveolens
» Ovarian cancer

« Cytotoxicity

» Genotoxicity
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GIRIS

Kanser genetik ve kimyasal faktorlerin etkisiyle meydana gelen kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile
kendini gosteren bir hastaliktir. Kanserli hiicrelerde kontrolsiiz ¢ogalmay1 saglayabilmek adina bir¢ok
farkli mekanizma gelisir. Ornegin bu hiicreler kendi biiyiime faktdrlerini kendileri olusturabilmekte veya
bliyiime ve boliinme sinyallerini olusturan hiicre i¢i habercileri asir1 ifade etmektedir. Bunlarin yani sira
apoptoza, oksidatif stres ve DNA hasarina kars1 direng gibi hiicre alt1 6zellikleri de barindirmaktadir
(Luo ve ark. 2009).

Yumurtalik kanseri, kadinlarda goriilen ikinci en yaygin ve en dliimciil jinekolojik malignitedir
(Cortez ve ark. 2018). 2018’de diinya iizerinde yumurtalik kanseri tanisi alan hasta sayisinin tahmini
296.000 oldugu ve bu sayinin toplam kanser vakalarinin yaklasik %3.4’iinii olusturdugu bildirilmektedir
(Wild ve ark. 2020). Her kadinin yagam boyu yumurtalik kanserine yakalanma riski %2 civarindadir ve
ortalama tan1 yas1 ise 63°tiir (Wild ve ark. 2020; NIH 2022).

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler en sik basvurulan yontemlerdir.
Reseptor profili ve gen mutasyonlar gibi farkliliklar hastaligin alt tiplerinin olusmasinda etkilidir. Dogru
ve etkili tedavinin yapilmasi i¢in kanser alt tipinin dogru belirlenmesi 6nemlidir. Cogu kanser tiiriinde
hormon terapisi siklikla kullanilan bir tedavi aracidir (Deli ve ark. 2020). Bunlara ek olarak kisinin
beslenmesi ve yasam tarzina yonelik iyilestirmeler bu hastalik grubunun tedavisinde basari oranini
yiikseltici faktorlerdendir (Wilson 2017; Cavalheri ve Granger 2020). Yapilan ¢alismalar 6zellikle bazi
bitki tlirlerinin veya izolatlarinin kanser hiicrelerine kars1 6nemli diizeyde sitotoksik etkilerinin oldugunu
gostermektedir (Wang ve ark. 2015; Erden 2020; Erden 2021).

Apiaceae familyasina ait olan Anethum graveolens (dereotu), aromatik ve tek yillik bir bitkidir.
Bu bitkinin kdkeni Akdeniz ve Giineybat1 Asya’dir (Jana ve Shekhawat 2010). Gida amagli kullanilan
bu tiiriin insan saglig1 lizerine ne gibi bir etkisinin oldugunu anlayabilmek adina cesitli aragtirmalar
yapilmustir. Arastirmalar dereotunun antibakteriyel (Delaquis ve ark. 2002), antioksidan (Satyanarayana
ve ark. 2004), kolestrol diisiiriicii (Yazdanparast ve Alavi 2001) etkilerinin oldugunu gostermistir.
Ayrica dereotunun anti-kanser etkilerini konu alan bazi ¢aligmalar da mevcuttur (Mohammed ve ark.
2018; Al-Ogail ve Farshori 2021). Al-Sheddi ark., dereotu bitkisinin esansiyel yag asitlerinin insan
karaciger hiicre hatt1 olan HepG2 ile muamele sonucunda hiicre canliligini azalttigin1 ve konsantrasyona
bagli bir sekilde hiicre biiylimesini inhibe ettigini gostermistir (Al-Sheddi ve ark. 2019).

Kanser alt tiplerinin birbirlerinden farkli cevaplar olusturmas: kanserin tedavisinde standart bir
yaklagimi imkansiz kilmaktadir. Bu durum tedavi siireglerinin cesitlendirilmesinin 6nemini aciga
¢ikartmaktadir. Bu ¢alismada ilk defa dereotunun insan yumurtalik kanseri hiicre serisi A2780 {izerine
sitotoksik ve genotoksik etkilerini rapor ediyoruz. Sonuglarimiz bu kanser hiicreleri i¢in dereotunun
onemli diizeyde sitotoksik etki ortaya koydugunu gostermektedir.

MATERYAL VE METOT

Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bitki 6rnekleri yikanip kurutulduktan sonra 1:10 (g/mL) oraninda %80°lik etanol/PBS karisiminda
oziitlendi. Oziitiin ¢oziiciisii doner buharlastiricida (Buchi R100, Isvigre) uguruldu. Geriye kalan 6ziit
tekrardan PBS ile topland: (Final hacim 10 mL) ve sonrasinda 0.22 um filtre ile siiziilerek steril edildi.
Analizler siiresince drnekler +4°C’de muhafaza edildi.
Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismada insan yumurtalik kanseri hiicre serisi (A2780) kullanildi. Hiicreler (%10 FBS, 100
U/mL penisilin ve 0.1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan) RPMI-1640 medyum ile kiiltiire
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edildi. Hiicre flasklar1 deneysel siire¢ boyunca %5 COz igeren ortamda 37°C sicaklikta (Thermo Forma
I CO; Inkiibator, ABD) inkiibe edildi. Flask tabaninda yogunlasan hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu
kullanilarak toplandi ve tripan mavisi ile boyandiktan sonra sayildi. Sitotoksisite testleri i¢cin 96
kuyucuklu plakalar kullanildi ve her bir kuyucuga yaklasik 15.000 hiicre ekimi gergeklestirildi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra dereotunun ve standart kemoterapi ilact 5-fluorourasilin (5-FU) farkli
konsantrasyonlari ile hiicreler 24 saat siireyle muamele edildi. Sonrasinda gruplardaki hiicre canlilik
diizeyi 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile belirlendi (Mosmann,
1983). Sonuglar kontrol grubuna kiyasla hesaplanarak % canlilik degisimi olarak verildi. Deneyler 5
tekrar olarak gergeklestirildi (n=5).

Genotoksisite Analizi (Comet Assay)

Comet analizleri i¢in hiicreler 6 kuyucuklu plakalarda kiiltiire edildi. MTT analizleri sonrasi
dereotunun A2780 hiicreleri i¢in belirlenen ICso dozu ile 24 saat muamele edilen hiicreler toplandi ve
iki defa PBS ile yikandi. Agaroz kapli lamlar iizerine yaklagik 10.000 hiicre diisiik erime 1s1sina sahip
agaroz ile karigtirilarak preparatlar olusturuldu. Preparatta agarin katilasmasi i¢in lamlar 10-15 dakika
stireyle +4 °C’de ve karanlikta birakildi. Sonrasinda 1 saat lizis soliisyonunda bekletilen lamlar yatay jel
elektroforez tankina alindi1. Ornekler 25 Volt (maksimum 300 mA) giicte 25 dakika boyunca yiiriitiildii.
Notralizasyondan sonra lamlar {izerine etidyum bromiir soliisyonu eklendi (Singh ve ark. 1988).
Slaytlarin goriintiileri Zeiss Axio Scope.Al floresans mikroskop altinda alind1 ve analizler Tritek Comet
Score yazilimi kullanilarak yapildi. Her lam 2 ekim bdlgesi olacak sekilde hazirlandi ve toplamda 4
bolgeden rastgele en az 100 hiicre sayilarak, gruplarin kuyruk yogunlugu (tail intensity; TI), kuyruk
uzunlugu (tail lenght; TL), kuyruk momenti (tail moment; TM) ve %DNA kuyruk oran1 (%DNA tail)
parametreleri belirlendi (Erden, 2020).

Istatiksel Analiz

Analizlerde Sigma Plot 12 paket programi1 kullanildi. Nicel veriler ortalama+standart sapma, nitel
veriler ise say1 (yiizde) ile 6zetlendi. incelenen degiskenlerin gruplar arasi karsilastiriimalari yapilmadan
once normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenlik kontrolii yapildi. Verilerin normal dagilim
gostermemesi nedeniyle grup ortalamasi arasindaki farklilikta Kruskal Wallis H testi ve coklu
karsilastirmalarda ise Dunn testi kullamildi. iki degisken arasindaki farkin incelenmesinde ise bagimsiz
orneklerde Student’s t testi kullanildi. Uygulamalar sonrasi 6ziit ve bilesigin LoglCso degerligi GraphPad
Prism 8 programu ile hesaplandi. p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Dereotu A2780 Hiicre Canhilik Seviyesini Azaltti

Bu ¢alismada dereotu 6ziitliniin insan yumurtalik kanseri hiicre hatti tizerine sitotoksik etkilerini
belirledik. Oziitiin farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edilen A2780 hiicre serisinde canlilik degisimi
Sekil 1°de gosterildi. Uygulamadan 24 saat sonra, dereotunun 600 pg/mL ve {izeri dozlar1 hiicre
canliligini kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde azaltt1 (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Canlilig1 anlaml
diizeyde azaltan bu dozlar arasi ikili karsilagtirmalarda ise 1000 pg/mL’nin diger iki doza kiyasla (600
ve 800 pg/mL) hiicre canliliginda daha kuvvetli bir inhibisyona neden oldugu belirlendi (p<0.05). Buna
ek olarak dereotunun A2780 hiicreleri lizerine LogIC50 degeri 2.41+0.04 ng/mL (yaklasik 257 png/mL)
olarak hesaplandi. Caligmada ayrica bir kemoterapotik olan 5-FU’nun sitotoksik etkisi de belirlendi. 6.5
ve 13 pg/mL 5-FU uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canliligi kontrole kiyasla 6nemli diizeyde azaldi
(p<0.05, p<0.01).
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Sekil 1. Dereotu uygulamasindan 24 saat sonra A2780 hiicre serisinde canlilik degisimi (%). Degerler ortanca (en kiigiik —
en biiyiik) olarak ifade edildi. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 kontrole kiyasla; #p<0.05 iki grup arasi1 farklilig: ifade
etmektedir.

13 ug/mL konsantrasyon goriilen sitotoksik etki daha belirgindi (Sekil 2). A2780 hiicreleri igin 5-

FU’nun LogIC50 degerligi 2.03+0.23 pg/mL (yaklasik 107 pg/mL 5-FU) olarak belirlendi.
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Sekil 2. 5-FU uygulamasindan 24 saat sonra A2780 hiicre serisinde canlilik degisimi (%). Degerler ortanca (en kiigiik — en
biiyiik) olarak ifade edildi. *p<0.05; **p<0.01 kontrole kiyasla; #p<0.05 iki grup arasi farklilig1 ifade etmektedir.
Dereotu Tedavisi A2780 Hiicrelerinde DNA Hasarina Neden Olmadi
Uygulamalar sonrasi Comet analizi sonuglar1 Cizelge 1.’de 6zetlendi. Dereotu Oziitiintin MTT
analizleri sonrasi belirlenen ICso degeri ile 24 saat muamele edilen A2780 hiicrelerinde anlaml1 diizeyde
DNA hasar1 goriilmedi. Belirlenen TI, TM, TL ve %DNA tail parametreleri kontrol grubuyla benzer
seviyedeydi. DNA hasar1 mikroskop goriintiileri Sekil 3’de gosterildi.
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Cizelge 1. Comet analiz sonuglar1

Kontrol Dereotu
Tail Intensity (TI) 17565.00 (11248.50 + 23711.00) 15269.00 (10995.00 + 20979.00)
Tail moment (TM) 0.68 (0.24 £1.71) 0.51(0.19 £1.32)
Tail lenght (TL) 6.00 (3.00 + 10.00) 4.00 (2.00 + 9.00)
%DNA Tail 12.73 (6.98 + 18.59) 10.31 (8.16 + 16.18)

Gruplar arasi karsilastirma Student’s t testiyle yapildi. Degerler ortanca (%25 -%75) olarak ifade
edildi.

Sekil 3. A2780 hiicre hattina dereotu uygulamasi sonrast DNA hasari goriintiisii. (A) kontrol grubu ve (B) uygulama grubu.
(200X). Sekilde beyaz okla (]) ile isaretli gorseller DNA hasarli hiicreleri géstermektedir

Yapilan bazi ¢alismalar da dereotunun farkli kanser hiicre tipleri tizerine etkileri arastirilmistir. Al-
Oqail ark., dereotu bitkisinden elde edilen 6ziitiin antikanser etkinligini insan meme (MCF-7), akciger
(A-549) ve servikal (HeLa) karsinom hiicre hatlar1 tizerinde incelenmistir. Arastirmacilar 10-1000
png/mL derisimlerde bitki 6ziitli uygulamalarinin MCF-7, A-549 ve HelLa hiicre hatlarina kars1 doza bagh
bir antikanser/sitotoksik potansiyel gosterdigini bildirmektedir. Arastirmacilar uygulanan 1000 pg/mL
oziittin MCF-7, A-549 ve HeLa hiicrelerinde canlilik diizeylerin sirastyla %10, %21 ve %29 oldugunu
vurgulamaktadir. Calisma sonuclart bu etkinin bitki 6ziitii uygulamasi sonrasi artan apopototik hiicre
olimii nedeniyle agiga ¢iktigimi gostermistir (Al-Ogail ve Farshori 2021). Mohammed ark., dereotu
tohumlarinin etil asetat fraksiyonunun HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkisini
incelemislerdir. Calisma sonuglari, bu bilesigin uygulanan 0.1-0.8 mg/mL dozlariin HepG2 hiicre
proliferasyonunu doza ve zamana baglh olarak belirgin bir sekilde baskiladigini gostermistir. Ayrica
uygulamalarin DNA hasarina yol acan olaylar tetikledigi ve programlanmis hiicre 6liimiine yol acan
stireci baglattigi gosterilmistir (Mohammed ve ark. 2018). Diger bir ¢alismada, dereotundan elde edilen
ucucu yag nanoemiilsiyonlarinin insan akciger adenokarsinom hiicreleri (A549) iizerine sitotoksisite ve
apoptotik etkileri rapor edilmistir. Calisma sonucunda 12.5-100 pg/mL ugucu yag nanoemiilsiyonlari
uygulanan gruplarda giiclii sitotoksik etki agiga ¢iktig1 ve bu etkinin artan kaspaz-3 ve kaspaz-8 aracili
apoptotoik hiicre 6limii nedeniyle gergeklestigi bildirilmektedir (Tavakkol Afshari ve ark. 2022).
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Yapilan ¢aligmalarda dereotundan elde edilen oziitlerin farkli kanser hiicre serilerinde sitotoksik etki
gosterdigi ve kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirtilmektedir.

Bu ¢alismada dereotunun insan yumurtalik kanseri hiicreleri A2780 iizerine sitotoksik ve
genotoksik etkisini ilk defa rapor ediyoruz. Dereotu uygulamasi A2780 hiicrelerinde artan doza bagh
olarak giiglii sitotoksik etki sergiledi. Uygulama gruplarinda canlilik degisimi 50 ug/mL dozdan itibaren
basladi ve doza bagl olarak daha belirgin hiicre 6liim diizeyi belirlendi. Uygulanan 600 pg/mL ve iistii
dozlarda bu degisim anlamli gergeklesti. 600 pg/mL 6ziit uygulamasi yaklasik %40 hiicre sagkalimi ile
sonuclanirken, en yliksek doz uygulamasi (1000 pg/mL) yaklasik %30 hiicre sag kalimina neden oldu.
Mevcut literatiirler dikkate alindiginda (Al-Oqail ve Farshori 2021; (Mohammed ve ark. 2018) benzer
dozlarin ¢aligma sonuglarimizda oldugu gibi 6nemli diizeyde hiicre canliliini engelledigi belirlenmistir.
Calismamizda gozlemlenen bu sitotoksik etkinin DNA hasarina bagli olup-olmadigini belirlemek i¢in
Comet analizleri yapildi. Comet sonuglar1 6ziit uygulamasinin hiicre DNA’sinda kontrole kiyasla
anlamli bir hasara neden olmadigini gosterdi. Bu sonuglar dereotunun A2780 hiicreleri lizerine sitotoksik
etkisinin DNA hasar1 kaynakli ger¢eklesmedigini ortaya koymaktadir.

SONUC

Medikal bitkilerin kullanim alanlarinin belirlenmesi ve bu tiirlerden yeni gida takviyeleri veya
farmakolojik potansiyele sahip bilesiklerin tanimlanmasi 6nemli bir ¢aligma sahasidir. Bu ¢aligmada
dereotuun insan yumurtalik kanseri hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadan sitotoksik etki
sergiledigini gosterdik. Sonraki calismalarda muhtemel sitotoksik etkinin molekiiler temelini
aydinlatmak i¢in kaspaz bagimli veya bagimsiz 6liim stirecleri arastirilabilir. Boylelikle anlamli degisim
sergilemeyen DNA hasariin molekiiler temeli aydinlatilabilir. Mevcut literatiir ve sonuglarimiz
dereotunun bir¢ok farkli kanser tipinde antiproliferatif ve sitotoksik etkisini rapor etmektedir. Tedavi
stireclerinde dereotu kaynakli gida takviyesi kullanimi kemoterapiye katki sunabilir. Bu durumun
aydinlatilmasi i¢in in vivo ¢alismalara ihtiyag vardir.

TESEKKUR

Bu ¢aligma TUBITAK 2209-A Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Destekleme Programi
kapsaminda desteklenmistir (Proje No: 1919B012004321).

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.
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