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Urfa fistigindan (Pistacia Vera L.) elde edilen gesitli ekstraktlarin

antikanser ozelliklerinin incelenmesi

ismail KOYUNCUL
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Sanliurfa, Tiirkiye

Oz

Amag: Urfa Fistigi (Pistacia vera L.) son yillarda yapilan ¢alismalarda; zengin fenolik bilesikler
kaynagi olup, antioksidan potansiyeli en yiksek gida Urlnleri arasinda yer almaktadir. Ayrica,
antosiyanin, isoflavonlar, gallik asit, katesin ve epikatesin gibi antikanser potansiyeline sahip
yiksek antioksidan etki gosteren bilesikler igerdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin amaci, cesitli
bitki kisimlari kullanilarak ekstrakte edilen Pistacia vera L'nin antikanser potansiyelinin
incelenmesidir.

Materyal ve Metod: P.vera L'nin meyve sapi, kirmizi dis kabuk ortiisti ve reginesinden elde
edilen metanol ekstrelerinin insan prostat (PC3, DU-145), meme (MDA-MB-231, MCF-7)
kanser hiicreleri ve normal hiicreler (PNT1-A ve CRL-4010) Uzerinde sitotoksik etkisi MTT
metodu ile incelendi.

Bulgular: Galisma sonucunda tlim bitki ekstrelerinin disik dozlarda kanser hiicreleri Gizerinde
sitotoksik etki gdsterirken normal hiicreler UGzerinde ise yiiksek dozlarda etkili oldugu tespit
edildi. En gclu sitotoksik etkiyi ise regine kisminin prostat kanseri (PC3) (izerinde gdsterdigi
(1C50: 6,092 pg/ml) belirlenmistir.

Sonug: Bu galisma kanser tedavisinde kullanilabilecek aktif bilesiklerin tespiti icin yeni bir
kaynak olusturup, sonraki yapilacak galismalar igin tesvik edici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Urfa fistigl, Pistacia vera, Antikanser

Abstract

Background: Studying for years, Urfa pistachio (Pistacia vera L.) has rich phenolic
compounds and is classified among the highest antioxidant food products. Anthocyanins in its
structure contain highly antioxidant compounds such as isoflavones, gallic acid, catechin and
epicatechin, with anticancer potency. The purpose of this study is to examine the anticancer
potential of the extracts of the various parts of Pistacia vera L.

Material and Methods: The cytotoxic effects of methanol extracts obtaining from fruit stem,
red outer shell cover and resin of P.vera on the human prostate (PC3, DU-145), breast
cancer (MDA-MB-231, MCF-7) and normal cells (PNT1-A and CRL-4010) were examined by
MTT method.

Results: All plant extracts showed cytotoxic effects on cancer cells at allow dose; on the other
hand, hardly have indicated the high dose of Pistacia vera L. a cytotoxic effect on the normal
cells. The resin fraction was the part that was recorded as showing the strongest cytotoxicity
on prostate cancer (PC3).

Conclusion: This work will create a new resource for the detection of active compounds that
can be used in cancer treatment and will be an incentive for future work.
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Girig

Son vyillarda konvansiyonel kanser terapilerine destek
olarak bitkisel kdkenli maddeler kullaniimaktadir. Glclnd
bitkilerden alan bu alternatif tedavilerin uygulanmasi sonu-
cunda kanser tlrlerinde tedavi basari oraninin artmasi,
bilim dinyasini kanserin yasama olan olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak icin dogal kaynaklara yoneltmistir. Bu
dogdal kaynaklarin buyuk gogunlugunu ise biyolojik yonden
aktif bilesikler iceren bitkiler olusturmaktadir (1-3). Bu ne-
denle kanser hicrelerinin remesini durduran uygun bitki-
sel kaynaklarin degerlendirilebilmesine yonelik etkin strate-
jilerin geligtiriimesine ihtiya¢ vardir. Bu yollardan biri ise
bitki ekstrelerinin hizli kimyasal ve biyolojik taramalarinin
bir arada yapilmasidir. Bu ama¢ dogrultusunda yapmis
oldugumuz literatir taramasi sonucunda, P. vera L.nin,
zengin bir fenolik bilesikler kaynadi oldugundan dolayi
benzersiz fonksiyonel gida olarak kabul edilip, son zaman-
larda antioksidan potansiyeli en yliksek ilk elli gida Grlnd
arasinda yer aldigi tespit edilmistir (4,5).

P. vera L.’nin dahil oldugu Pistacia cinsinin bazi trleri
(P.lentiscus, P. terebinthus, P.atlantica ve P. Khinjuk ) halk
arasinda dis, gastrointestinal, karaciger, idrar yolu ve solu-
num yolu bozukluklari, afrodizyak, antiseptik antihipertansif
gibi cesitli amaglar icin tonik gibi yontemlerle kullaniimak-
tadir (6,7). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, Pistacia
tirlerinin (P.lentiscus, P. terebinthus, P.vera) yaprak, mey-
ve, sakiz ve reginelerinden elde edilen esansiyel yaglarin
ve lipofilik ekstrelerin icerdikleri terpenler ve fenolik bilesik-
ler sayesinde antioksidan, antitiimor, antimikrobiyal, antiinf-
lamatuar, insektisidal, antinosiseptif gibi etkilerinin oldugu
tespit edilmigtir (1,2,6,8-13).

P.vera L.; pistacia tlrleri arasinda gida Uriini olarak kulla-
nilan ve tarimi yapilan tek tiirddr. Bundan dolay! P.vera L.
ile ilgili yapilan ¢alismalarin cogunlugunu gida igerik analiz-
leri, deneysel klinik calismalar ve son zamanlarda da kim-
yasal ortamda antioksidan analizler olusturmaktadir. Bu
calismada ise ilk kez endistriyel Uretim sirasinda atik
olarak atilan fakat yliksek fenolik igeriginden dolayi (2,3),
kanser tedavisinde alternatif tedavi potansiyeline sahip
oldugunu dislndigimiz, urfa fistigi (P. vera L.) bitkisinin
recine, meyve sap! ve kirmizi dig kabuk ortistinden elde
edilen metanol ekstrelerinin; meme ve prostat kanser hiic-
releri (zerindeki sitotoksik etkilerini arastirarak kanser
tedavisinde kullanilabilme potansiyeli incelendi.

Materyal ve Metod

Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi: Calismada kullanilan
Urfa fistigi (P.vera L.) bitkisinin meyve sapi ve kirmizi
kabuk ortisti kisimlart Temmuz -Agustos doneminde
toplandiktan sonra kurutuldu. Bitki gdvdesinden regine
kismi ise toplandiktan sonra herhangi bir isleme tabi tutul-
madan ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Kuruyan bitki
ornekleri toz haline getirildikten sonra, 250 g alinarak 1:1
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oranda hazirlanan methanol: su, regine ise metanol igeri-
sinde 40 °C'de bir gece boyunca inkilbe edildikten sonra,
kiictik porsiyonlar haline getirilip 15 dk ultrasonikator ile
iyice homojenize edildikten sonra, whatman filtre ile siizi-
lup, 40 °C sicakh@r gegmeyecek sekilde Rotary Evapora-
térler (Doner Buharlastirict) yardimiyla alkol solventleri
ucurulup, liyofilizatorde toz haline getirilip ham MeOH (me-
tanol) ekstreleri elde edildi.

Hiicreler ve Kiiltiir Kosullan: Calismada ATCC’den temin
edilip stokladigimiz; insan prostat (PC3, DU-145), meme
(MDA-MB 231, MCF-7) kanser hiicreleri ile normal insan
prostat (PNT-1A) ve meme (CRL-4010) hicreleri kullanildi.
Hicre hatlari %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis
DMEM:F12 ve RPMI-1640 besi yerinde ¢ogaltildi. Butiin
hiicreler %5 CO2'li atmosferde 37°C'de inkibe edildi.
ATCC'nin tavsiye ettigi sekilde hicreler %0.25 tripsin,
%0.03 EDTA karisimi ile kaldirihp 1:2 ya da 1:3 oraninda
olacak sekilde pasajlanarak, kullaniimayan hiicreler %95
besi yeri ve %5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan hiicre
dondurma soluisyonu icerisinde 6nce -80 °C'lik derin don-
durucuda kisa streli veya uzun sureli olarak sivi azota
alinarak saklandi.

MTT metodu ile bitki ekstrelerinin sitotoksik etkinlikle-
rinin saptanmasi: MTT metodu kullanilarak bitki ekstrele-
rinin sitotoksik etkileri incelendi. MTT testi canli hlcreler-
deki metabolik aktiviteyi, hicrelerin mitokondriyal dehidro-
genaz enzimi aracihgi ile MTT parcalayarak, ¢6zUlebilir
formazan tuzlar olusturmasi prensibine dayanarak yapil-
maktadir. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm3 flasklara ekilip,
%80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x104
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara
ekildi. 24 saatlik sire ardindan besi yerleri uzaklastirilip ve
her bir ekstre i¢in 5-1000 ug/ml olacak sekilde uygulandi
ve sitotoksik doz bulunmaya caligildi. Bitki ekstreleri her bir
kuyucuga 200 pl olacak sekilde eklendi ve ardindan 48
saatlik inkilbasyon siiresince %5 CO?li atmosferde
37°Cllik etivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi-
nin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 20 pl se-
rumsuz besi yeri tzerine 90 pl MTT sollsyonu eklendi ve
ortalama 4 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonun-
da plaklardaki besiyeri uzaklastirilip, formazon kristalleri
100 I DMSO ile ¢ézdurtldikten sonra absorbans degerleri
spektrofotometrede 570-690 nm dalga boyunda odlglerek
kaydedildi. Hicreli kuyucuklarin ortalama degeri ile hiicre-
siz kuyucuklarin ortalama degerlerinin farki alindi ve forma-
le uygulanarak yuzde canlilik hesaplandi. Okunan degerle-
re gore elde edilen grafigin egrisinden kultiriin %50’sini
oldiiren eden doz (IC50) hesapland.

istatistik: Sonuclar ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Tanimlayici istatistikler, gruplar arasindaki
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ortalama, standart sapma, varyasyon ve istatistiksel 6nem
diizeyini analiz etmek igin kullanilmistir. Gruplar arasindaki
farklar Tek Yonli ANOVA kullanilarak test edildi. P <0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

MTT metodu kullanilarak yapilan analiz sonucunda; kulla-
nilan bitki ekstrelerinin kanser ve normal hicreler Uzerin-
deki sitotoksik etkileri Tablo-1'de verilmistir.

Tablo 1. P.vera L.dan elde edilen bitki ekstrelerinin 1Cso
degerleri

, . . Kirmizi
Hlcre Serisi Regine Kabuk Sap
PC3 6,092 210,39 188,67
DU-145 55,44 320,2 230,3
MDA-MB-231 40,968 330,08 393,82
MCF-7 80,33 378,33 197,3
PNT-1A 2352 500,2 345,3
CRL-4010 1453 287,3 450,3

Calisma sonucunda; kullanilan bitki ekstrelerinin doza
artisina bagli olarak, kanser hiicreleri tizerinde farkli oran-
larda sitotoksik etki gosterdigi ve bitki ekstreleri arasinda
recinenin daha guclu bir etkiye (IC50: 6,092 pg/ml) sahip
oldugu tespit edildi. 1C50 degerleri dikkate alindiginda;
sitotoksik etki agisindan urfa fistigi (P.vera L.) recinesinin
diger ekstrelere gore ¢ok dlsiik dozlarda etki gbsterdigi,
dolayistyla antikanser potansiyelinin yuksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica regine ve diger bitki ekstrelerinin normal
hiicreleri zerindeki IC50 degerlerinin kanser hiicrelerine
gore cok yiksek olmasi da bu bitki ekstrelerinin kanser
tedavisinde kullanilabilir potansiyel bir kaynak olabilecegini
gostermektedir.

Tartisma

Glnumizde bitkisel ekstreler farkli kullanim amaci icin
diinya capinda pek ¢ok laboratuvarda arastiriimaktadir. En
onemli arastirma alanlarini antioksidan etki ve kanser
tedavisinde kullanilabilirik olusturmaktadir. Son zamanlar-
da yapilan galismalarda Pistacia tirlerinin fenolik ve flavo-
noid bilesenlerinden dolayi, antimutajenik, antimikrobiyal,
anti-inflamatuar, antikanser ve antioksidan potansiyele
sahip oldugu tespit edilmistir (7,14). Pistacia trleri arasin-
da en ¢ok P. lentiscus 'un antikanser ézelligi arastirimis ve
bu tirlin sakizindan elde edilen ekstrelerin gesitli kanser
tirlerini apoptozise yonlendirerek gticlii bir sitotoksik etki
olusturdugu tespit edilmistir (15-17).

Urfa Fistiginin Antikanser Ozellikleri
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Sekil 1. Urfa fisti§i (P.vera L.,) bitkisinin farkli ekstrelerinin sitotoksik
etkinliginin MTT y6ntemiyle incelenmesi.

Yapilan bazi galismalarda P. Lentiscus’un sakizindan elde
edilen ekstrenin in vitro ortamda insan kolorektal timor
hiicrelerini apoptozise yonlendirdigi ve proliferasyonunu
engelledigi (15), farelerde gelistirilen kolorektal timarlerin
biyumesinin geciktirilmesi ile antitomar etki gosterdigi (16),
reginesinin promiyelositik |6semiye karsl sitotoksik etki
gosterdigi (18), prostat kanseri hiicre ¢ogalmasini inhibe
ederek hcre déngustnun ilerlemesini bloke ettigi (17) ve
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bazi ekstrelerinin antikanser ozelligi oldugu tespit edilmis-
tir. Son zamanlarda ise P. atlantica tiirliniin meyvelerinden
elde edilen ekstrenin, insan kolon karsinoma hiicrelerinde
doxorubisine benzer bir biylime inhibisyonu gdsterdigi
belirlenmistir (19).

P.vera L.; pistacia tlrleri arasinda gida Uriinii olarak kulla-
nilan ve tarimi yapilan tek tirdir. Bundan dolay! P.vera L.
ile ilgili yapilan ¢alismalarin gogunlugunu gida icerik analiz-
leri, deneysel klinik ¢alismalar ve son zamanlarda'da kim-
yasal ortamda antioksidan analizler olusturmaktadir. Anti-
kanser aktivitesi ilgili ise gok az galismanin yapildigi ve bu
calismalarda P. vera L. recinesinin meme kanseri, hepato-
selliler karsinom, rahim agzi kanseri hcrelerine karsl
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (20).

Bu calisma ile ilk defa bolge ekonomisi igin oldukca onemli
bir degere sahip olan ve ylksek miktarda Uretimi yapilan
urfa fistik bitkisinin endustriyel dretim sirasinda atik Grlin
olarak atilan gesitli kisimlarinin (meyve sapi, kirmizi kabuk
ve recine) antikanser, ozelliklerinin incelenmesi ile fitotera-
pide kullanilabilirliginin arastirimasi amaciyla yapildi.
Calisma sonucunda P.vera'dan elde edilen bitki ekstreleri-
nin, kanser hiicreleri (izerinde yiksek sitotoksik etki
(1C50:6,092-393,82 ug/ml )gosterirken, normal hicreler
Uzerinde duslk seviyede sitotoksik etki (1C50:145,3-
500,2ug/ml )gosterdigi gozlendi. Calismada kaba metanol
bitki ekstreleri kullanildigindan dolayr 1C50 degerlerinin
yiksek oldugunu dlstintyoruz. Clnk( kaba ekstrenin gok
fazla sayida cesitli bilesik icerdigi ve bu bilesikler icerisinde
sitotoksik etki gosteren bilesigin oranindan dolay! sitotoksik
etkinligininde az oldugunu dislinmekteyiz. Sayet bu kaba
metanol ekstrelerin farkli solventler (hekzan, diklorometan
ve butanol) kullanilarak fraksiyonlari kullanilirsa, sitotoksik
etki gosteren bilesikler daha konsantre hale geleceginden,
gOsterecekleri sitotoksik etkinin artacagini tahmin ediyoruz.
Bu ¢alismada elde edilen veriler neticesinde basta kanser
olmak Uzere oksidatif stres sonucu meydana gelen hasta-
liklarin tedavisinde kullanilabilecek yeni aktif bilesiklerin
tespiti icin yeni bir kaynak olusturup, sonrasinda yeni ¢a-
lismalarin yapilmasi igin tesvik edici olacaktir. Ayrica bolge
ekonomisi igin énemli bir etkiye sahip olan Urfa fistiginin
fitoterapideki kullanilabilifiginin artmasina ve buna bagl
olarak ekonomik degerinin artmasini saglayarak (ke eko-
nomisine dnemli bir destek saglayacaktir.

Bu calisma Harran Universitesi bilimsel arastirma projeleri
koordinasyon birimi (HUBAK-15057) tarafindan destek-
lenmistir.
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