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Öz 

Giriş ve Amaç: Morus nigra (karadut) Moraceae ailesinin bir üyesi olup insanlar tarafından sıkça tüketilen bir 

meyvedir. Aynı zamanda geleneksel tıpta çeşitli hastalıkların tedavisinde antialerjik, antienflamatuvar, 

antibakteriyel ve antikanser özellikleri olduğu için kullanıla gelmektedir.  Morus nigra ekstresinin hücre canlılığı 

üzerine etkileri olduğu bazı kaynaklarda ise bu etkisinin olmadığı belirtilmiştir. Bu nedenle çalışmada Morus 

nigra ekstresinin Nb2a hücre hattında nörotoksisite, apoptoz ve hücre canlılığı üzerindeki etkilerini incelemek 

amacıyla yapılmıştır. 

Gereç ve Yöntemler: Morus nigra’nın metanol ekstresi, farklı konsantrasyonlarda (1, 3, 10, 30, 100, 300 ve 1000 

μg/ml) Nb2a hücre hattına uygulanmıştır. Nörotoksisite tarama testi (NTT), annexin V yöntemiyle apoptoz tespiti 

ve hücre canlılık/proliferasyon testleri kullanılarak hücre üzerindeki etkiler değerlendirilmiştir. 

Bulgular: Morus nigra'nın metanol ekstresinin hücre canlılığı ve apoptozis üzerinde belirgin bir etki 

göstermediği, ancak nörit uzaması üzerine 100 ve 300 µg/ml konsantrasyonlarda orta derecede nöroprotektif 

etki gösterdiği ortaya koymuştur.  

Sonuç: Bu bulgular, Morus nigra'nın antikanser özellikleri olduğunu düşündürmemekle birlikte birlikte içerdiği 

fenolik bileşiklerin antioksidan etkileri nedeniyle nöronal sistemdeki aksonları koruyabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Morus nigra, Hücre kültürü, Nb2a, apopitozis, NTT 

Abstract 

Aim; Morus nigra (black mulberry) is a species of the Moraceae family and is a fruit commonly consumed by 

humans. It is also used in traditional medicine to treat various diseases because it has antiallergic, anti-

inflammatory, antibacterial and anticancer properties. It has been stated that Morus nigra extract has effects on 

cell viability and some sources do not have this effect. Therefore, this study was carried out to investigate the 

effects of Morus nigra extract on neurotoxicity, apoptosis and cell viability in Nb2a cell line 
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Method; Methanol extracts of Morus nigra were applied to Nb2a cell line at different concentrations (1, 3, 10, 

30, 100, 300 and 1000 μg/ml). The effects on the cells were evaluated using a neurotoxicity screening test (NTT), 

apoptosis detection by annexin V method and cell viability/proliferation tests. 

Results; It was found that methanol extracts of Morus nigra had no significant effect on cell viability and 

apoptosis, but showed moderate neuroprotective effect on neurite elongation at concentrations of 100 and 300 

µg/ml. 

Conclusion; These findings indicate that although Morus nigra is not thought to have anticancer properties, it has 

been shown that the phenolic compounds it contains may protect axons in the neuronal system due to their 

antioxidant effects. 

 

Keywords: Morus nigra, Cell culture, Nb2a, apoptosis, NTT 

 

 1.     Giriş 

Günümüzde birçok meyvenin yüksek vitamin ve 

antioksidan içeriği nedeniyle hastalıkların 

önlenmesinde yararlı olabileceği fikri yaygındır. 

Morus nigra (M. nigra) L., Moraceae familyasına 

ait, dünya çapında dağılım gösteren, meyveleri 

yüksek besin değerine sahip bir ağaç meyvesidir [1]. 

Birçok araştırmada, M. nigra’nın polifenoller, 

flavonoidler fenolik bileşikler ve antosiyaninler 

bakımından zengin olduğu ve bu bileşenlerin 

antioksidan [2,3] ve anti-inflamatuar etkiler 

gösterdiği bildirilmiştir [4,5]. Fenolik bileşikler 

antioksidan olmakla birlikte zengin içerikleri 

nedeniyle antialerjik, antienflamatuvar, 

antibakteriyel ve antikanser etkileri olduğu 

düşünülen bileşiklerdir [6]. M. nigra içeriğindeki 

polifenoller, hafif bilişsel bozukluklar [7,8] ve çeşitli 

nörodejeneratif hastalıklar gibi [9-11] durumlarda 

potansiyel terapötik yararları nedeniyle yüzyıllardır 

halk arasında kullanılan bitkisel kaynaklı 

moleküllerdir. Antosiyaninler de nöronları oksidatif 

strese karşı koruma, nöroinflamasyonu azaltma ve 

hücre sinyal yollarını düzenleme potansiyeli 

sayesinde doğal bir önleyici ve tedavi edici yaklaşım 

olarak dikkat çekmektedir [12]. Bu etkileri yönünde 

bazı çalışmalar olmakla birlikte M.nigra’nın nöronal 

yapılara etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bununla 

birlikte sağlıklı hücrelerde zararlı etkiye neden 

olmadan kanser hücrelerinde seçici olarak apoptozu 

indükleyen tıbbi bitkilerden elde edilen doğal 

antikanser ilaçlar günümüzde mevcuttur ve bu doğal 

ürünler kemoterapötik ajanlar olarak hizmet edebilir 

[13]. 

 

Bu çalışmada M. nigra’nın metanol ekstresinin Fare 

Nb2a nöroblastoma kanser hücrelerinde, hücre 

çoğalması, apopitozis ve nörit uzamasına olan 

etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

 

2.     Yöntem 

2.1     Materyal 

Fare Nb2a nöroblastoma kanser hücreleri, 

ECACC’(European Collection of Authenticated 

Cell Cultures) den sağlanmıştır. M. nigra’nın 

metanol ekstresi Prof. Dr Hüsniye Kayalar 

tarafından temin edilmiştir. Diğer tüm kimyevi 

maddeler Sigma'dan (St. Louis, ABD) temin  

 

 

 

edilmiştir. Kültür ortamında kullanılan tüm 

malzemeler Falcon/Fred Baker'dan. (Runcorn, 

Cheshire, UK), gentamisin, (GentaR 20 mg ampul, 

I. Ethem, İstanbul, Türkiye) temin edilmiştir. 

 

2.1.1     Morus nigra Metanol Ekstresi 

Hazırlanışı 

M. nigra meyveleri taze halde DÖHLER GIDA 

(Tire-İzmir) 'den temin edilmiştir. Meyveler bir 

blender yardımıyla ezilip homojenize edildi. 

Ardından Christ Alpha 1-2 LD Plus marka 

liyofilizatörde liyofilize edildi. Liyofilize edilen 

materyale metanol çözücüsü ilave edildi. Bitkisel 

materyal ve çözücü oranı 1:10 olacak şekilde önce 

ultrasonik karıştırıcıda 4 saat, daha sonra da oda 

sıcaklığında ara sıra çalkalamak suretiyle 24 saat 

masere edildi. Filtre kağıdından süzülüp, süzüntü 40 

°C'yi geçmeyen sıcaklıkta kuruluğa kadar alçak 

basınçta rotavaporda uçuruldu. Hazırlanan metanol 

ekstresi analiz yapılana kadar -20 °C'de saklandı. 

 

2.2     Metot 

2.2.1     Hücre Kültürü 

Fare nöroblastoma hücreleri kültür ortamında (flask 

içinde) %5 fetal calf serum, %5 horse serum, %1 

penisilin/streptomisin solüsyonu (10000 U/10mg) 

ve %0,1 gentamisin (50 mg/ml) içeren yüksek 

glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 CO
2 

koşullarını sağlayan etüv içinde çoğaltıldı. 

 

2.2.2     Nörotoksite Tarama Testi (NTT) 

Nörit büyümesini ölçmek amacıyla Nb2a hücreleri, 

20.000 hücre/mL hücre yoğunluğunda, 24 kuyulu 

kültür plakalarına çoğalma ortamında ekildi. 24 saat 

sonra ilk üç kuyucuk haricinde kuyucuklardan 

medyum çekilerek serum içermeyen DMEM içine 

dibütiril cAMP (1 mM) farklılaşma medyumu 

(diferensiyasyon medyumu) ve 1, 3, 10, 30, 100, 300 

ve 1000 μg/ml konsantrasyonda M. nigra metanol 

ekstresi ve metanol %0,1 oranında son üç kuyucuğa 

eklendi. 24 saat sonra hücreler 10 dakika %4 

formaldehid (PBS içinde) fikse edildikten sonra 3 

dakika Coomassie Blue boyasında (%0,6) bekletildi. 

Boyanmış örnekler daha sonra Phosphate-buffered 

saline (PBS) ile yıkandı. Sonra ışık mikroskobu 

altında rasgele seçilen 10 farklı sahadan 100 
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hücredeki nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi 

ile ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu değerleri % 

inhibisyon ile değerlendirildi [14]. 

 

2.2.3     Hücre Canlılığı Testi 

CellTiter-Glo® luminesans hücre canlılığı. ölçüm 

yöntemi (Promega, Madison, WI) ile M.nigra’nın 

hücre canlılığı ve proliferasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Kuyucuklara 100 ul hacimde 

proliferasyon medyumu içerisine. tüm kuyucuklarda 

40 000 hücre olacak şekilde konularak 24 saat 

ortama alışması için kuyucuklara bırakıldı. Ölçüm 

için 1, 3,10, 30, 100, 300 ve 1000 μg/ml 

konsantrasyonlarda M. nigra metanol ekstresi 

eklendi. Hücreler 24 saat inkübasyondan sonra 

deneylere başlandı. 100 μl CellTiter-Glo® reaktif 

karışımı hücrelere eklendi. Daha sonra plaka, 

GloMax® 96 mikroplaka luminometresi (Promega, 

Madison, WI) tarafından okundu ve ölçülen 

luminesans sinyale göre, M.nigra 

konsantrasyonunun işlevi olarak doz yanıt eğrisi 

yapıldı. Tüm uygulamalar üç kez tekrarlanarak ve 

ortalama değerler alınarak sonuçlar elde edildi [14]. 

 

2.2.4     Apoptoz Analizi 

Muse Annexin V ve Dead Cell kiti (Millipore, 

Billerica,MA, USA, MCH100105) kullanılarak 

yapıldı. Tüm kuyucuklara 2 ml hacimde 

proliferasyon medyumu içerisine her kuyucukta 200 

000 hücre olacak şekilde Nb2a hücresi konularak 24 

saat inkübasyona bırakıldı. 24 saat sonra 

kuyucuklara 100 ve 300 μg/ml konsantrasyonlarda 

M. nigra metanol ekstresi konuldu. Kuyucukların 

olduğu plakalar 48 saat inkübasyona bırakıldıktan 

sonra teste geçildi. Hücreler DPBS 1X (Gibco, 

14190144) ile yıkandı, ardından 100 uL Annexin V 

ve Ölü Hücre Reaktifi, 100 uL hücre 

süspansiyonuna ilave edildi. Hücreler oda 

sıcaklığında en az 20 dakika karanlıkta 

inkübasyonundan sonra otomatik olarak Muse Cell 

® Analyzer'da (Merck Millipore, Billerica, MA, 

ABD) analiz edildi. 100 ve 300 μg/ml 

konsantrasyonlarda M. nigra metanol ekstresinin 

apopitotik etkiliği olup olmadığı araştırıldı [15].  

 

2.3     İstatistik 

Sonuçlar tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 

Tukey’s B testi ile değerlendirildi. Veriler 

ortalama±standart hata (SH) olarak verildi ve 

p<0,05 olan değerler anlamlı kabul edildi.  

 

3.     Bulgular ve Tartışma 

3.1     Nörotoksite Tarama Testi 

Fare nöroblastoma hücreleri (Nb2a), kültür 

ortamında 1, 3, 10, 30, 100, 300 ve 1000 μg/ml 

konsantrasyonlarında M. nigra metanol ekstreleri 

ile muamele edilmiştir. M. nigra metanol 

ekstresinin 100 ve 300 μg/ml konsantrasyonlarında 

(p<0,05) nörit uzamasını artırdığı tespit edildi. 

(Şekil 1).  

 

 
Şekil 1: Nb2a hücrelerinde M. nigra metanol 

ekstresinin farklı konsantrasyonlarında nörit 

inhibisyonu üzerine etkisi *p<0,05 

 

3.3     Hücre Canlılığı ve Proliferasyon testleri 

M. nigra metanol ekstresi, farklı konsantrasyonlarda 

hücre canlılığı üzerinde değerlendirilmiştir. 1000 

μg/ml konsantrasyonunda, metanol ekstresi hücre 

canlılığını anlamlı derecede azalttığı 

gözlemlenmiştir (P<0,05) (Şekil 2).  

 

 
Şekil 2: Nb2a hücrelerinde M.nigra metanol 

ekstresinin farklı konsantrasyonlarında hücre 

canlılığı üzerine etkisi *p<0,05 

 

3.4     Apopitozis çalışmaları 

Fare nöroblastoma hücreleri, M.nigra metanol 

ekstresi ile 100 ve 300 μg/ml konsantrasyonlarında 

muamele edildikten sonra, kontrol grubu ile 

kıyaslanarak 48 saat sonra apoptotik hücre sayısı % 

kontrol gösterilmiştir. 48 saatlik süre sonunda, 300 

μg/ml konsantrasyonunda M.nigra metanol 

ekstresinin, kontrol grubuna göre toplam apoptotik 
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hücre sayısını artırdığı ancak istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı tespit edilmiştir (Tablo 1). 

 

Tablo 1. M. nigra metanol ekstresinin farklı 

konsantrasyonlarında 48 saat sonra apopitotik hücre 

sayılarına etkisi.  

    Kontrol 

M. nigra 

100 µg/ml  

M. nigra 

300 µg/ml 

Canlı hücre 89,475±0,16 86,85±0,99 85,575±1,22 

Erken apop. 1,725±0,16 1,625±,018 2,55±0,19 

Geç apop. 6,6±0,17 6,55±0,08 7,525±0,71 

Debris 2,2±0,14 4,95±0,7 4,325±1,25 

Toplam apop. 8,325±0,1 8,175±0,27 10,075±0,52 

 

 

Şekil 3. Kontrol grubuna M. nigra uygulanmasının 

Annexin V apopitoz analiz sonuçları 

3.5     Tartışma 

Bitkiler gıda olarak kullanılmaları yanı sıra kimyasal 

ve ilaç kaynağı olarak pek çok amaçla 

kullanılmaktadır. Birçok önemli ilacın kaynağı 

bitkilerden elde edilmiştir [16]. Yapılan 

araştırmalar, dut meyvelerinin makro ve mikro besin 

öğeleri ile zengin biyoaktif fitokimyasallar 

içerdiğini ve bu özelliklerinin kanser riskini azaltma 

potansiyeli taşıyabileceğini ortaya koymaktadır 

[17,18]. Ayrıca, antioksidan özellikleri nedeniyle, 

polifenolik bakımından zengin gıdaların 

tüketiminin, belirli kanser türlerinin ve yaşlanmayla 

ilgili diğer hastalıkların önlenmesinde rol oynadığı 

düşünülmektedir [19]. 

Son yıllarda çeşitli çalışmalarda M. nigra’nın 

antikanser etkisinin olup olmadığı incelenmiştir. 

Çakıroğlu ve ark. çalışmasında insan kolorektal 

adenokarsinoma hücrelerinde M. nigra’nın %10, %1 

ve %0,1 konsantrasyonlarda hücre canlılığını 

sırasıyla %74,56, %15,93 ve %5,44 azalttığını 

bildirmişlerdir [20]. HeLa hücreleriyle yapılan diğer 

bir çalışmada ise M nigra. 'nın n-hekzan ve metanol 

ekstraktının HeLa kanser hücre hattına karşı 

antikanser aktivitesi 24 saatte IC50 değeri sırasıyla 

185,9 ± 8,3 ve 56,0 ± 1,7 µg/mL olarak bulunmuştur 

[21]. Turan ve ark. insan prostat kanser hücreleriyle 

yaptığı çalışmada M. nigra DMSO ekstresi 370.1 ± 

5.8 μg/mL IC50 değeri ile orta derecede sitotoksisite 

sergilediği, G0/G1 fazındaki hücre sayısını önemli 

ölçüde arttırdığını ve S fazındaki hücre sayısını 

azalttığını bildirmişlerdir. Çok yüksek 

konsantrasyonda (666 μg/mL) ise nekrotik/geç 

apoptotik ve erken apoptotik hücre sayısını 

istatistiksel olarak anlamlı olarak artırmıştır. PC-3 

hücrelerinin hücre döngüsünü G1 fazında 

durdurmuş, artan kaspaz aktivitesi ve azalan 

mitokondriyal membran potansiyeli yoluyla 

apoptozu indüklemiştir [22]. Dalkılıç ve ark. M. 

nigra ekstraktı PC3 hücre hattında kontrol grubuna 

kıyasla %10 konsantrasyonda anlamlı sitotoksik etki 

gösterirken, MDA-MB-231 hücre hattında ise 

kontrol grubuna kıyasla %10'luk konsantrasyonda 

yüksek sitotoksik etki göstermiş ve toplam canlı 

hücre yüzdesi %21 olarak belirlenmiştir [23]. Bizim 

çalışmamızda ise, nöronal hücre kültürümüzde fare 

nöroblastoma hücreleri üzerinde hücre canlığını ve 

apopitotik hücre sayısını bir miktar artırmakla 

birlikte istatistiksel olarak anlamlı bir veri elde 

edilmemiştir. Bunun nedeni diğer çalışmalarda 

kullanılan hücre dizinlerindeki yanıtın bizim 

kullandığımız fare kaynaklı nöroblastoma 

hücrelerinden farklı olmasından 

kaynaklanabileceğini düşündük. 

Dalmagro ve ark. M. nigra ve ana fenolik bileşiği 

olan siringik asidin (SA), glutamat toksisitesine 

karşı koruyucu etkiler sergilediğini göstermişlerdir. 

Hipokampal dilimlerin, M.nigra (0,05 ve 0,1 

μg/mL) veya SA (0,01-0,1 μg/mL) ile ön muamele 

edilmesi, glutamat toksisitesine karşı anlamlı bir 

koruma sağlamıştır. Benzer şekilde, M. nigra (0,01 

ve 0,05 μg/mL) veya SA (0,05 ve 0,1 μg/mL) ile 

eşzamanlı muamele de glutamatın toksik etkilerini 

azaltmış ve koruyucu bir etki göstermiştir [24]. 

Bununla birlikte ılımlı bir nörotoksisite modeli olan 

NTT de hücrelerde 100 ve 300 ug/ml 

konsantrasyonlarında nörit uzamasını anlamlı bir 

şekilde artırmıştır. Bu konsantrasyonlarda M. 

nigra’nın, hafif derecede nöroprotektif etkisi olduğu 

kabul edilebilir.   

 

G. R. Souza ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, 

M. nigra’nın çeşitli ekstrelerinin OVCAR-8 

(yumurtalık), SF-295 (beyin) ve HCT-116 (kolon) 

insan tümör hücre hatlarında hücre canlılığı 

üzerinden değerlendirilmiştir. M. nigra’dan elde 

edilen özütlerin bu hücreler üzerinde sitotoksik 

etkiler göstermediği saptanmıştır [25]. Bu bulgu 

bizim sonuçlarımızda benzer olarak görülmüştür. 
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4.     Sonuç 

M. nigra metanol ekstresi çok yüksek 

konsantrasyonunda (1000 ug/ml) hücre canlılığını 

azaltmıştır. Kullanılan diğer konsantrasyonlarda ise 

metanol ekstresinin hücre canlılığı ve apoptoz 

üzerindeki etkileri belirgin olmamış, ancak orta 

derecede nöroprotektif etki gözlemlenmiştir. Bu 

etkinin içeriğindeki fenolik bileşiklerin güçlü 

antioksidan özelliklerine bağlı olabileceğini 

düşündük. Bu konuda hayvan deneyleri ile canlılar 

üzerindeki etkilerinin araştırılması sonucunda 

etkinliği daha iyi olarak değerlendirilebilir.  
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