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Oz
Giris ve Amag: Morus nigra (karadut) Moraceae ailesinin bir iiyesi olup insanlar tarafindan sikga tiiketilen bir
meyvedir. Ayn1 zamanda geleneksel tipta gesitli hastaliklarin tedavisinde antialerjik, antienflamatuvar,
antibakteriyel ve antikanser 6zellikleri oldugu icin kullanila gelmektedir. Morus nigra ekstresinin hiicre canliligi
iizerine etkileri oldugu bazi kaynaklarda ise bu etkisinin olmadig: belirtilmistir. Bu nedenle ¢alismada Morus
nigra ekstresinin Nb2a hiicre hattinda ndrotoksisite, apoptoz ve hiicre canlilig: {izerindeki etkilerini incelemek
amaciyla yapilmistir.
Gerec ve Yontemler: Morus nigra ’'nin metanol ekstresi, farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 10, 30, 100, 300 ve 1000
pg/ml) Nb2a hiicre hattina uygulanmistir. Norotoksisite tarama testi (NTT), annexin V yontemiyle apoptoz tespiti
ve hiicre canlilik/proliferasyon testleri kullanilarak hiicre {izerindeki etkiler degerlendirilmistir.
Bulgular: Morus nigra'nin metanol ekstresinin hiicre canlilig1 ve apoptozis ilizerinde belirgin bir etki
gostermedigi, ancak norit uzamasi lizerine 100 ve 300 pg/ml konsantrasyonlarda orta derecede ndroprotektif
etki gosterdigi ortaya koymustur.
Sonuc: Bu bulgular, Morus nigra'min antikanser 6zellikleri oldugunu diisiindiirmemekle birlikte birlikte igerdigi
fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri nedeniyle néronal sistemdeki aksonlar1 koruyabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Morus nigra, Hiicre kiiltiirii, 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 pg/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

pg/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. Giris
Giiniimiizde birgok meyvenin yiiksek vitamin ve
antioksidan  igerigi  nedeniyle  hastaliklarin

onlenmesinde yararli olabilecegi fikri yaygindir.
Morus nigra (M. nigra) L., Moraceae familyasina
ait, diinya capinda dagilim gosteren, meyveleri
yiiksek besin degerine sahip bir aga¢ meyvesidir [1].
Bir¢ok aragtirmada, M. nigra’nin polifenoller,
flavonoidler fenolik bilesikler ve antosiyaninler
bakimindan zengin oldugu ve bu bilesenlerin
antioksidan [2,3] ve anti-inflamatuar etkiler
gosterdigi bildirilmistir [4,5]. Fenolik bilesikler

antioksidan olmakla birlikte zengin igerikleri
nedeniyle antialerjik, antienflamatuvar,
antibakteriyel ve antikanser etkileri oldugu

diistiniilen bilesiklerdir [6]. M. nigra igerigindeki
polifenoller, hafif biligsel bozukluklar [7,8] ve cesitli
norodejeneratif hastaliklar gibi [9-11] durumlarda
potansiyel terapotik yararlart nedeniyle yiizyillardir
halk arasinda kullanilan  bitkisel kaynakl
molekiillerdir. Antosiyaninler de néronlar1 oksidatif
strese karst koruma, noéroinflamasyonu azaltma ve
hiicre sinyal yollarin1 diizenleme potansiyeli
sayesinde dogal bir 6nleyici ve tedavi edici yaklagim
olarak dikkat gekmektedir [12]. Bu etkileri yoniinde
bazi ¢aligmalar olmakla birlikte M.nigra’nin néronal
yapilara etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bununla
birlikte saglikli hiicrelerde zararli etkiye neden
olmadan kanser hiicrelerinde segici olarak apoptozu
indiikleyen tibbi bitkilerden elde edilen dogal
antikanser ilaclar giinlimiizde mevcuttur ve bu dogal
iiriinler kemoterapotik ajanlar olarak hizmet edebilir
[13].

Bu ¢alismada M. nigra’nin metanol ekstresinin Fare
Nb2a noroblastoma kanser hiicrelerinde, hiicre
¢ogalmasi, apopitozis ve ndrit uzamasina olan
etkilerinin incelenmesi amacglanmistir.

2.  Yontem

2.1 Materyal

Fare Nb2a noroblastoma kanser hiicreleri,
ECACC’(European Collection of Authenticated
Cell Cultures) den saglanmistir. M. nigra’nin
metanol ekstresi Prof. Dr Hiisniye Kayalar
tarafindan temin edilmistir. Diger tim kimyevi
maddeler Sigma'dan (St. Louis, ABD) temin
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edilmigtir.  Kiiltiir ortaminda kullanilan tiim
malzemeler Falcon/Fred Baker'dan (Runcorn,
Cheshire, UK), gentamisin, (GentaR 20 mg ampul,
I. Ethem, Istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir.

2.1.1 Morus nigra Metanol Ekstresi
Hazirlanisi

M. nigra meyveleri taze halde DOHLER GIDA
(Tire-izmir) 'den temin edilmistir. Meyveler bir
blender yardimiyla ezilip homojenize edildi.
Ardindan Christ Alpha 1-2 LD Plus marka
liyofilizatorde liyofilize edildi. Liyofilize edilen
materyale metanol ¢6ziiciisii ilave edildi. Bitkisel
materyal ve ¢oziicii oran1 1:10 olacak sekilde 6nce
ultrasonik karistiricida 4 saat, daha sonra da oda
sicakliginda ara sira galkalamak suretiyle 24 saat
masere edildi. Filtre kagidindan siiziiliip, siiziintii 40
°C'yi gecmeyen sicaklikta kuruluga kadar algak
basingta rotavaporda ucuruldu. Hazirlanan metanol
ekstresi analiz yapilana kadar -20 °C'de saklandi.

2.2 Metot

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Fare noroblastoma hiicreleri kiiltlir ortaminda (flask
icinde) %5 fetal calf serum, %35 horse serum, %1
penisilin/streptomisin soliisyonu (10000 U/10mg)
ve %0,1 gentamisin (50 mg/ml) igeren yiiksek
glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 CO,

kosullarini saglayan etiiv i¢inde ¢ogaltild.

2.2.2 Norotoksite Tarama Testi (NTT)

Norit biiylimesini 6lgmek amaciyla Nb2a hiicreleri,
20.000 hiicre/mL hiicre yogunlugunda, 24 kuyulu
kiiltiir plakalarina ¢ogalma ortaminda ekildi. 24 saat
sonra ilk ii¢ kuyucuk haricinde kuyucuklardan
medyum cekilerek serum igermeyen DMEM igine
dibiitiril cAMP (1 mM) farklilagma medyumu
(diferensiyasyon medyumu) ve 1, 3, 10, 30, 100, 300
ve 1000 pg/ml konsantrasyonda M. nigra metanol
ekstresi ve metanol %0,1 oraninda son ii¢ kuyucuga
eklendi. 24 saat sonra hiicreler 10 dakika %4
formaldehid (PBS iginde) fikse edildikten sonra 3
dakika Coomassie Blue boyasinda (%0,6) bekletildi.
Boyanmis ornekler daha sonra Phosphate-buffered
saline (PBS) ile yikandi. Sonra 151tk mikroskobu
altinda rasgele segilen 10 farkli sahadan 100



hiicredeki noérit uzunluklar1 goriintii analiz sistemi
ile olgiildii. Olgiilen nérit uzunlugu degerleri %
inhibisyon ile degerlendirildi [14].

2.2.3 Hiicre Canlihg Testi

CellTiter-Glo® luminesans hiicre canliligi 6lglim
yontemi (Promega, Madison, WI) ile M.nigra’nin
hiicre canliligt ve proliferasyonu {izerine etkisi
degerlendirildi. Kuyucuklara 100 wul hacimde
proliferasyon medyumu igerisine tiim kuyucuklarda
40 000 hiicre olacak sekilde konularak 24 saat
ortama alismasi igin kuyucuklara birakildi. Olgiim
icin 1, 3,10, 30, 100, 300 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarda M. nigra metanol ekstresi
eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibasyondan sonra
deneylere baglandi. 100 pl CellTiter-Glo® reaktif
karigimi1 hiicrelere eklendi. Daha sonra plaka,
GloMax® 96 mikroplaka luminometresi (Promega,
Madison, WI) tarafindan okundu ve Olgiilen
luminesans sinyale gore, M.nigra
konsantrasyonunun islevi olarak doz yanit egrisi
yapildi. Tim uygulamalar {i¢ kez tekrarlanarak ve
ortalama degerler alinarak sonuglar elde edildi [14].

2.2.4 Apoptoz Analizi

Muse Annexin V ve Dead Cell kiti (Millipore,
Billerica, MA, USA, MCHI100105) kullanilarak
yapildi. Tim kuyucuklara 2 ml hacimde
proliferasyon medyumu igerisine her kuyucukta 200
000 hiicre olacak sekilde Nb2a hiicresi konularak 24
saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra
kuyucuklara 100 ve 300 pg/ml konsantrasyonlarda
M. nigra metanol ekstresi konuldu. Kuyucuklarin
oldugu plakalar 48 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra teste gecildi. Hiicreler DPBS 1X (Gibco,
14190144) ile yikandi, ardindan 100 uL Annexin V
ve Oli Hicre Reaktifi 100 uL hiicre
siispansiyonuna ilave edildi. Hiicreler oda
sicakliginda en az 20 dakika karanlikta
inkiibasyonundan sonra otomatik olarak Muse Cell
® Analyzer'da (Merck Millipore, Billerica, MA,
ABD) analiz edildi. 100 ve 300 pg/ml
konsantrasyonlarda M. nigra metanol ekstresinin
apopitotik etkiligi olup olmadig1 arastirildi [15].

2.3 Istatistik

Sonuglar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Tukey’s B testi ile degerlendirildi. Veriler
ortalamatstandart hata (SH) olarak wverildi ve
p<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Norotoksite Tarama Testi

Fare néroblastoma hiicreleri (Nb2a), kiiltiir
ortaminda 1, 3, 10, 30, 100, 300 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda M. nigra metanol ekstreleri
ile muamele edilmistir. M. nigra metanol
ekstresinin 100 ve 300 pg/ml konsantrasyonlarinda
(p<0,05) norit uzamasini artirdig tespit edildi.
(Sekil 1).
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Sekil 1: Nb2a hiicrelerinde M. nigra metanol
ekstresinin farkli konsantrasyonlarinda norit
inhibisyonu {izerine etkisi *p<0,05

3.3 Hiicre Canlihig: ve Proliferasyon testleri

M. nigra metanol ekstresi, farkli konsantrasyonlarda
hiicre canliligi iizerinde degerlendirilmistir. 1000
pg/ml konsantrasyonunda, metanol ekstresi hiicre
canliligint anlamlt derecede azalttig1
gozlemlenmistir (P<0,05) (Sekil 2).
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Sekil 2: Nb2a hiicrelerinde M.nigra metanol
ekstresinin farkli konsantrasyonlarida hiicre
canlilig1 iizerine etkisi *p<0,05

3.4 Apopitozis cahsmalar

Fare noroblastoma hiicreleri, M.nigra metanol
ekstresi ile 100 ve 300 pg/ml konsantrasyonlarinda
muamele edildikten sonra, kontrol grubu ile
kiyaslanarak 48 saat sonra apoptotik hiicre sayis1 %
kontrol gosterilmistir. 48 saatlik siire sonunda, 300
pg/ml konsantrasyonunda M.nigra metanol
ekstresinin, kontrol grubuna gére toplam apoptotik



hiicre say1sin1 artirdig1 ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig: tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. M. nigra metanol ekstresinin farkli
konsantrasyonlarinda 48 saat sonra apopitotik hiicre
sayilarina etkisi.

M. nigra M. nigra
Kontrol 100 pg/ml 300 pg/ml
Canli hiicre 89,475+0,16 | 86,85+0,99 | 85,575+1,22
Erken apop. 1,725+0,16 | 1,625+,018 2,554+0,19
Gec apop. 6,6+0,17 | 6,55+0,08 7,525+0,71
Debris 2,24+0,14 4,9540,7| 4,325+1,25
Toplam apop. 8,325+0,1 | 8,175+0,27 [ 10,075+0,52
4 POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE
E 5 195% 630%
;
3 g2
° 59*\ : gou %
Live ﬂ_rw’)ﬁeav

R B 12 3 &

ANNEXINV  Apoptot ANNEXINV  Apogptot

Cell Conc. % Gated
(Cells / mL)
Live (LL): 7.65E+05 89.75 %
Early Apoptotic (LR) : 1.71E+04 2.00 %
Late Apop./ Dead (UR) : 5.37E+04 6.30 %
Debris (UL): 1.66E+04 1.95%
Total Apoptotic : 7.08E+04 8.30 %

Sekil 3. Kontrol grubuna M. nigra uygulanmasinin
Annexin V apopitoz analiz sonuglari

3.5 Tartisma

Bitkiler gida olarak kullanilmalari yani sira kimyasal
ve ilag kaynagi olarak pek ¢ok amagla
kullanilmaktadir. Bircok o6nemli ilacin kaynagi
bitkilerden elde edilmistir [16]. Yapilan
aragtirmalar, dut meyvelerinin makro ve mikro besin
Ogeleri ile zengin biyoaktif fitokimyasallar
icerdigini ve bu 6zelliklerinin kanser riskini azaltma
potansiyeli tasiyabilecegini ortaya koymaktadir
[17,18]. Ayrica, antioksidan &zellikleri nedeniyle,
polifenolik ~ bakimindan zengin gidalarin
tiiketiminin, belirli kanser tiirlerinin ve yaslanmayla
ilgili diger hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynadigi
disiiniilmektedir [19].

Son yillarda g¢esitli g¢aligmalarda M. nigra’nin
antikanser etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.
Cakiroglu ve ark. caligmasinda insan kolorektal
adenokarsinoma hiicrelerinde M. nigra 'nin %10, %1
ve %0,1 konsantrasyonlarda hiicre canliligin
sirastyla %74,56, %15,93 ve %S5,44 azalttigi
bildirmislerdir [20]. HeLa hiicreleriyle yapilan diger

286

bir ¢alismada ise M nigra. 'nin n-hekzan ve metanol
ekstraktinin HelLa kanser hiicre hattina karst
antikanser aktivitesi 24 saatte 1Cso degeri sirasiyla
185,9 £ 8,3 ve 56,0 £ 1,7 pg/mL olarak bulunmustur
[21]. Turan ve ark. insan prostat kanser hiicreleriyle
yaptig1 ¢alismada M. nigra DMSO ekstresi 370.1 +
5.8 pg/mL IC50 degeri ile orta derecede sitotoksisite
sergiledigi, GO/G1 fazindaki hiicre sayisin1 6nemli
6lgiide arttirdigini ve S fazindaki hiicre sayisini
azalttigini bildirmislerdir. Cok yiiksek
konsantrasyonda (666 pg/mL) ise nekrotik/geg
apoptotik ve erken apoptotik hiicre sayisini
istatistiksel olarak anlamli olarak artirmistir. PC-3

hiicrelerinin  hiicre ~ dongiisiini Gl  fazinda
durdurmus, artan kaspaz aktivitesi ve azalan
mitokondriyal membran potansiyeli yoluyla

apoptozu indiiklemistir [22]. Dalkilig ve ark. M.
nigra ekstraktt PC3 hiicre hattinda kontrol grubuna
kiyasla %10 konsantrasyonda anlaml sitotoksik etki
gosterirken, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise
kontrol grubuna kiyasla %10'luk konsantrasyonda
yiiksek sitotoksik etki gdstermis ve toplam canli
hiicre yiizdesi %21 olarak belirlenmistir [23]. Bizim
calismamizda ise, ndronal hiicre kiiltiiriimiizde fare
noroblastoma hiicreleri tizerinde hiicre canligini ve
apopitotik hiicre sayisint bir miktar artirmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bir veri elde
edilmemistir. Bunun nedeni diger calismalarda

kullanilan hiicre dizinlerindeki yanitin bizim
kullandigimiz  fare  kaynakli  ndroblastoma
hiicrelerinden farkli olmasindan

kaynaklanabilecegini diigiindiik.

Dalmagro ve ark. M. nigra ve ana fenolik bilesigi
olan siringik asidin (SA), glutamat toksisitesine
kars1 koruyucu etkiler sergiledigini gostermislerdir.
Hipokampal dilimlerin, M.nigra (0,05 ve 0,1
pg/mL) veya SA (0,01-0,1 pg/mL) ile 6n muamele
edilmesi, glutamat toksisitesine karsi anlamli bir
koruma saglamistir. Benzer sekilde, M. nigra (0,01
ve 0,05 pg/mL) veya SA (0,05 ve 0,1 ug/mL) ile
eszamanli muamele de glutamatin toksik etkilerini
azaltmig ve koruyucu bir etki gostermistir [24].
Bununla birlikte 1liml1 bir nérotoksisite modeli olan
NTT de  hiicrelerde 100 ve 300 ug/ml
konsantrasyonlarinda ndrit uzamasimi anlamlt bir
sekilde artirmigtir. Bu konsantrasyonlarda M.
nigra’nin, hafif derecede noroprotektif etkisi oldugu
kabul edilebilir.

G. R. Souza ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada,
M. nigra’nin  gesitli  ekstrelerinin  OVCAR-8
(yumurtalik), SF-295 (beyin) ve HCT-116 (kolon)
insan timor hiicre hatlarinda hiicre canliligi
izerinden degerlendirilmistir. M. nigra’dan elde
edilen oziitlerin bu hiicreler iizerinde sitotoksik
etkiler gdstermedigi saptanmistir [25]. Bu bulgu
bizim sonuglarimizda benzer olarak goriilmiistiir.



4. Sonuc¢

M. nigra metanol ekstresi ¢ok yiiksek
konsantrasyonunda (1000 ug/ml) hiicre canliligin
azaltmistir. Kullanilan diger konsantrasyonlarda ise
metanol ekstresinin hiicre canlilifi ve apoptoz
iizerindeki etkileri belirgin olmamis, ancak orta
derecede noroprotektif etki goézlemlenmistir. Bu
etkinin igerigindeki fenolik bilesiklerin giiglii
antioksidan  Ozelliklerine  bagli  olabilecegini
diistindiik. Bu konuda hayvan deneyleri ile canlilar
iizerindeki etkilerinin arastirilmast  sonucunda
etkinligi daha iyi olarak degerlendirilebilir.
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