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Keciboynuzu ekstrelerinin insan servikal kanser hiicreleri tizerindeki

antiproliferatif ve sitotoksik etkileri
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Oz.

Amag: Leguminosae familyasinin bir tiyesi olan Ceratonia siliqua L., (kegiboynuzu, harnup)'nin antimikrobiyal,
antifungal ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu galismada, kegiboynuzunun yaprak ve
meyvelerinin etli kisimlarindan metanol ve etanol ile hazirlanan ekstrelerin, Hela hiicreleri (zerindeki
antiproliferatif ve sitotoksik etkileri arastirnlmistir. Ayrica embriyonik fare fibroblast hiicre soyu olan 3T3
hiicreleri kontrol olarak kullanilmistir.

Materyal ve Metod: Bu amaglarla 48 saat siireyle ve farkli konsantrasyonlarda (200-800pg/mL) ekstre
uygulamasinin ardindan canli hiicre sayilari (proliferasyon, MTT ydntemi), mitotik indeks (mitotik aktivite) ve
isaretlenme indeksleri (DNA sentezi) tespit edilmistir. Ayrica ekstrelerde bulunan fenolik bilesen
kompozisyonlari da LC-MS/MS ile belirlenmistir.

Bulgular: Elde edilen bulgulara gére kegiboynuzunun metanolik ve etanolik yaprak ekstreleri insan servikal
kanser HeLa hicrelerinin DNA sentezini inhibe ederek mitotik aktivitesini ve proliferasyonunu baskilamistir.
Ancak bu ekstreler ayni zamanda normal fibroblast 3T3 hiicrelerine karsi da sitotoksik etki gdstermislerdir.
Etanolik meyve ekstresi HeLa hiicrelerinin DNA sentezini azaltmigtir.

Sonug: C. siliqua bitkisinden elde edilecek etken maddeler veya hazirlanacak preparasyonlar antikanser ajan
olabilme potansiyeli taslyabilir. Ancak normal hiicreler iizerindeki sitotoksik etkiler de goz ardi edilmemelidir.

Anahtar kelimeler: Kegiboynuzu, HeLa hiicreleri, Sitotoksisite, 3T3 hiicreleri

Abstract

Background: Ceratonia siliqua L., a member of the family Leguminosae, has been reported to have
antimicrobial, antifungal and cytotoxic activity (carob, kharnub). In this study, the antiproliferative and cytotoxic
effects of extracts prepared with methanol and ethanol from the carob leaves and fruits on Hela cells were
investigated. Additionally, 3T3, embryonic mouse fibroblast cell line, was used as a control.

Material and Methods: For these purposes, after treatment of the extracts at different concentrations (200-
800ug/mL) for 48 hours, viable cell counts (proliferation, MTT method), mitotic index (mitotic activity) and
labeling index (DNA synthesis) were determined. In addition, the phenolic component compositions in the
extracts were also determined by LC-MS / MS.

Results: According to the findings, the methanolic and ethanolic leaf extracts of carob bean suppressed mitotic
activity and proliferation by inhibiting the DNA synthesis of human cervical cancer HelLa cells. However, these
extracts also exhibited a cytotoxic effect against normal fibroblast 3T3 cells. Ethanolic fruit extract reduced the
DNA synthesis of HeLa cells.

Conclusions: The active substances or preparations obtaining from the C. siliqua plant have the possibility of
being an anticancer agent, whereas their cytotoxic effects on the normal cells should not be overlooked.
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Girig

Epidemiyolojik galismalar, kanserin Dunya’da kalp hasta-
liklarindan sonra ikinci siradaki 6lim nedeni olmaya de-
vam ettigini gostermektedir (1). Son yillardaki gelismeler
Isiginda gesitli koruyucu dnlemler alarak riskin azaltilabil-
mesi, en azindan hastaligin erken evrede teshis edilerek
etkili tedavi yontemlerine bagvurulmasi mimkin gorin-
mektedir. Bu tedavi yontemleri arasinda kemoterapi halen
onemli bir yer tutmaktadir (2). Neredeyse insanlik tarihi
kadar eski zamanlardan beri kanser dahil pek gok hastalik
icin alternatif bir tedavi araci olarak bitkiler ve onlardan
hazirlanan preparasyonlar kargimiza gikmaktadir. Etken
maddesi saflagtirilarak over, meme, akciger, testis gibi
cesitli kanserlere karg! giinimuzde ticari ilag olarak kulla-
nilan bu bitkiler arasinda Taxus brevifolia (taxol/paclitaxel)
(3), Podophyllum peltatum (podophyllotoxin), Vinca minor,
Catharanthus roseus (vincristine, vinblastine, vinorelbine)
(4) ve benzerleri sayilabilir.

Leguminosae familyasinin bir Giyesi olan Ceratonia siliqua
L., (kegiboynuzu, harnup) Akdeniz lkelerinde yayilis
gostermektedir. Boyu 10 m'ye kadar ulasabilen; kisin
yaprak dokmeyen; cok yilllk agac¢ formundaki bitkinin
yapraklari 3 - 5 ¢ift yaprakgikli imparipinnat dizilis gdste-
rir. Meyve 20 cm kadar olabilen, esmer renkli, sarkik, ok
tohumlu bir legiimendir (Sekil 1). Ulkemizde Akdeniz
bdlgesinde yabani olarak yayilis gosteren kegiboynuzu
agacinin kaltlrd de yapiimaktadir (5,6). Meyvelerinin
bilesiminde karbohidratlar, sekerler, selliloz, azotlu bile-
sikler, tanen ve sabit yagd bulundugu belirtilmistir. Gele-
neksel tipta taze meyvelerin ditretik ve mushil; kuru mey-
velerin, yapraklarinin ve dal kabuklarinin ise antidiyareik
etkileri nedeniyle kullanimi bildiriimistir (6). C. siliqua
yaprak ve meyvelerinden hazirlanan ekstraktlar ile yapi-
lan calismalar sonucunda ekstraktin antimikrobiyal, anti-
fungal ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugu (7), ayrica
apoptozu indukledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir (8).

Bu c¢alismada, kegiboynuzu yaprak ve meyvelerinin etli
kisimlarindan metanol ve etanol ile hazirlanan ekstrelerin,
HeLa hucreleri Uzerindeki antiproliferatif ve sitotoksik
etkileri arastinlmistir. Ayrica kontrol amaciyla kullanilan
3T3 embriyonik fare fibroblast hiicreleri {izerinde sitotok-
sik etki gOsterip gostermedikleri incelenmistir.

Materyal ve Metod

Hucre kalttru

Deneylerimizde kullandigimiz HelLa (insan servikal karsi-
noma, ATCC numarasi CCL-2) ve 3T3 (embriyonik fare
fibroblast) hiicreleri istanbul Universitesi Tip Fakilte-
sinden temin edilmistir. Hicre kultlri igin %10 isiyla
inaktiflestirilmis fetal dana serumu, 4x10° IU/L penisilin ve
2x10° pg/L streptomisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) antibiyotikleri ilave edilmis DMEM/F12  mediumu
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(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA) kullaniimigtir. Hicreler, 37°C sicaklik ve %5 CO2
kosullari altinda nemli inkiibat6rde yagatiimistir.
Ekstraktlarin hazirlanmasi

Bitki drnekleri (Ceratonia siliqua, L., Fam: Leguminosae)
Turkiye, Akdeniz Bolgesi, Mersin ili Karayakup kdylinden
Ekim-Aralik peryodunda toplanmistir. istanbul Universitesi
Fen Fakiltesi Biyoloji Bolimi emekli 6gretim Gyesi Prof.
Dr. Tuna Ekim tarafindan tir tayini yapilmistir. Bitki érnek-
leri Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’nda
saklanmaktadir (ISTF Herbaryum numarasi: 40075).
Omekler yikanarak temizlenip kurulandiktan sonra 50°C
sicakliktaki etivde 24 saat sireyle tutularak kurutulmus-
tur. Mekanik olarak &gitilen érneklere, 1:10 oraninda
etanol (> % 98, Riedel) veya metanol (>%99, Riedel)
cOzicileri eklenerek, orbital calkalayicida (GFL, Alman-
ya), oda sicakliginda, 24 saat tutulmak suretiyle ekstrakte
edilmistir. Belirtilen siire sonunda ekstraktlar -40°C'de,
vakum altinda (Edwards, ingiltere) liyofilize edilmigtir.

Sekil 1. Ceratonia siliqua (kegiboynuzu)
meyveleri.

Deney mediumlarinin hazirlanmasi

Stok soltsyon (10 mg/mL) hazirlamak igin, elde edilen
liyofilizatlar ilaveli DMEM/F12 mediumu icerisinde ¢6z(il-
mus ve 0.20um por gapli tek kullanimlik filtreden (Sarto-
rius, Aimanya) gegirilerek steril edilmistir. Stok sollisyon,
ilaveli DMEM/F12 icerisinde diliie edilerek 200, 400, 600
ve 800 pg/mL konsantrasyonlarda deney mediumlari
hazirlanmistir.

Proliferasyon analizi

Kegiboynuzu ekstraktlarinin hiicre proliferasyonu (zerin-
deki etkisi, MTT yontemiyle belirlenmistir (9). Kisaca, 96
kuyucuklu mikroplakalarin herbir kuyucuguna 3x10* hticre
ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra baglayarak 2 giin bo-
yunca, herglin ayni saatte kontrol ve deney mediumlari
degistirilmistir. Deneyin son gind canli hicreler tarafin-
dan olusturulan absorbans degerleri Eliza mikroplaka
okuyucuda (Biotek, Winooski, VT, USA) 570 nm (absor-
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bans) ve 690 nm (referans) dalgaboylarinda 6lgtlmastr.
Elde edilen absorbans degerlerinden, kontrol grubu 1
kabul edilerek, deney gruplarinin normalize edilmis hiicre
sayllari hesaplanmistir. Deneylerde Hela hiicreleri igin
200, 400, 600 ve 800pg/mL; 3T3 hicreleri igin 800pLg/mL
konsantrasyonlari kullaniimistir.

Mitotik aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin HeLa hicrelerinin mitotik aktivitesi tizerinde-
ki etkilerini belirlemek icin mitotik indeks tespit edilmistir.
Bu amagla, 12 mm capli yuvarlak lameller tzerine 104
hiicre ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra kontrol ve hiicre
proliferasyonunu inhibe eden veya en yliksek konsantras-
yonlardaki deney mediumlari ile degisim yapiimistir. Ekst-
rakt uygulamasindan 48 saat sonra hucreler 3: 1 oraninda
etanol: glasiyel asetik asit ile fikse edilmis ve Feulgen
yontemi ile boyanmistir (10). Toplam 4000 - 6000 hicre-
de (C), ge¢ profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini
kapsayan mitoz safhasindaki hicrelerin sayisi (n) belir-
lenmigtir. Bu veriler kullanilarak mitotik indeks (%MI),
asagidaki (1) numaral formdl ile hesaplanmigtir (11):

MI = (n/C)x 100 (1)

DNA sentezinin 6l¢ilmesi

Ekstraktlarin HeLa hiicrelerinin DNA sentezi (izerinde
herhangi bir etki olusturup olusturmadigini bulmak icin
trityumlu timidin kullanilarak otoradyografi metodu uygu-
lanmig ve isaretienme indeksi (%LI) belirlenmistir (11).
Kisaca, lameller (izerine ekilmis hiicrelere kontrol ve
hiicre proliferasyonunu inhibe eden veya en yiksek kon-
santrasyonda deney mediumlari 48 saat sureyle uygu-
lanmigtir. Deney stresinin sonunda, tim gruplara 5
pCi/mL 3H-TdR (185 MBq / 5 mCi, Amersham, England)
iceren medium eklenmis ve 20 dk 37°C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Ardindan, hucreler Clarke sollisyonu ile fikse
edilmis ve Feulgen metoduyla boyanmistir (10). DNA'ya
baglanmadan kalan radyoaktif materyali uzaklagtirmak
icin %2 perklorik asit uygulanmigtir. Otoradyografi islemi
icin lameller tizerindeki hiicreler autoradiographic Hyper-
coat EM-1 emulsion (Amersham, ingiltere) ile kaplanmig-
tir. 8 gunlik ekspozisyon slresinin sonunda, prepartlarin
banyo islemi Kodak D19b developer ile gergeklestirilmis-
tir. Her preparatta 1000 olmak (zere, toplamda 4000-
6000 hiicre (C) sayilarak damgalanmis (isaretlenmis)
hiicrelerin sayisi (n) belirlenmistir. isaretienme indeksi
(%LI), asagidaki (2) numarali formil ile hesaplanmigtir
(12):

LI =n/C)x 100 (2)

Fenolik bilesen kompozisyonunun belirlenmesi
Fenolik bilesenlerin analizi, Harran Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvar'na (HUBTAM) yaptiriimis olup
ultra ylksek basingli sivi kromatografisi (UHPLC; LC-
MS/MS) cihazinda (Nexera, Shimadzu, Japonya) gercek-
lestirilmistir. Ekstraktlarin kromatografik ayrilmasi igin C-
18 (Inertsil ODS-4; 3.0mm x 100mm, 2um; GL Sciences
B.V., Japonya) analitik kolon kullaniimistir. (A) %0.1 For-
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mik asit ve bidistile su ile (B) %0.1 Formik asit ve meta-
nolden olusan mobil faz, 0 dk %95 (A) + %5 (B), 4 dk %5
(A) + %95 (B), 7 dk %5 (A) + %95 (B) ve 7.01 dk %95 (A)
+ %5 (B) gradient programi kullanilarak galigtiriimistir.
Mobil fazin akis hizi 0.3 mL/dk ve her ekstrakt icin enjek-
siyon hacmi 2L olarak ayarlanmistir.

Istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen veriler, her grubun aritmetik
ortalamasi ve her bir ortalama degerin standart hatasi (+
SH) olarak sunulmustur. Verilerin istatistiksel bakimdan
degerlendiriimesi i¢in MS Office Excel ve SPSS 11.0
programlari kullanilarak ANOVA tek yonlii varyans analizi,
Student-t testi, ylzde oranlarin karsilagtiriimasi ile ilgili
testler ve regresyon analizi yapiimistir. 0.05'ten kigik P
degerleri istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Proliferasyon uzerindeki etkiler

Bu calismada, yiksek konsantrasyonlarda uygulanan
hem metanolik (600 pg/mL and 800 pig/mL) hem de eta-
nolik (800 pg/mL) yaprak ekstrelerinin HeLa hicrelerinin
proliferasyonunu istatistiksel bakimdan anlamli sekilde
baskiladigi tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 2A, 2C). Elde
edilen verilere g6re, metanolik yaprak ekstresinin 48 saat
stireyle 200ug/mL konsantrasyonda uygulanmasi sonu-
cunda 0.92+0.03 olarak tespit edilen normalize edilmis
hicre sayisinin, konsantrasyonun artisiyla azalarak en
yiksek konsantrasyonda (800ug/mL) 0.51£0.10 oldugu
gorllmstlr. Benzer sekilde etanolik yaprak ekstresinin
uygulanmasiyla HelLa hiicre sayisi azalmig ve
800pg/mL’de 0.47+0.09 olarak belirlenmigtir. Sekil 2B ve
2D’de izlendigi gibi, bu inhibisyonlar, konsantrasyon artigi
ile uyumlu sekilde artmis olup hiicre gogalmasini %50
oraninda inhibe eden konsantrasyonlar CLM igin 763.8
Mg/mL; CLE igin 791.9 pg/mL olarak hesaplanmistir.
Ancak, metanolik ve etanolik yaprak ekstrelerinin servikal
kanser HeLa hiicreleri izerinde sergiledikleri etkinin ben-
zerini 3T3 normal fibroblast hiicrelerinde de olusturduklari
gozlemlenmistir. Ekstrelerin en ylksek konsantrasyonda
uygulanmasi sonucunda 3T3 hiicre sayisinin azalarak
0.35+0.07 (CLM) ve 0.57+0.03 (CLE) oldugu bulunmus-
tur (p<0.05). Sekil 2A incelendiginde CLM’nin 3T3 (nor-
mal) hiicre proliferasyonunu HelLa (kanser) hiicrelerinden
daha fazla baskiladigi dikkati gekmektedir.

Kegiboynuzu meyvelerinin etli kisimlarindan hazirlanmig
olan metanolik meyve ekstresi (CFM) 48 saat slireyle
uygulandiginda HelLa hiicre sayisinin artarak en ylksek
konsantrasyonda 1.394£0.16 oldugu, 3T3 hiicre sayisinin
ise azalarak 0.68+0.14’e geriledigi gorulmustur (Sekil 3A).
Ancak her iki degisikligin de istatistik bakimdan anlamli
olmadigi (p>0.05) belirlenmigtir. Etanolik meyve ekstresi
(CFE) uygulamasi sonucunda ise Hela hiicre sayisi
(0.92+0.04), kontrol (1£0.00) ile benzer, 3T3 hiicre sayisi
ise 0.77£0.10 olarak tespit edilmistir (Sekil 3B). Yapilan
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istatistiksel deg@erlendirmede kontrol ile deney gruplari
arasindaki farkin anlamli olmadigi (p>0.05) gérulmustir.
Mitotik aktivite ve DNA sentezi tizerindeki etkiler
Galismanin bu kisminda, ekstrelerin HeLa hiicre prolife-
rasyonu Uzerindeki etkilerinin mekanizmasi hakkinda bilgi
sahibi olmak i¢in mitotik indeks ve DNA sentez oranlari
incelenmistir. Yaprak ekstrelerinin hiicre proliferasyonunu
baskilayan konsantrasyonlarinda (CLM: 600 ve 800
pg/mL; CLE: 800 pg/mL) mitotik aktivitenin ve DNA sen-
tez oranlarinin da baskilandigi gértimustir (Sekil 4 ve 5).
Mitotik indeks, kontrol grubunda %5.84+1.42 iken CLM
uygulanmasi  sonucunda azalarak %1.79£0.21 ve
%1.60+0.06; CLE800 grubunda ise %2.63+0.19 olarak
belirlenmistir (p<0.05). Bu bulgulardan hareketle, yaprak
ekstrelerinin hlcre siklusunun hangi safhasinda etkili
oldugunu anlamak Uzere DNA sentez oranlarini ifade
eden isaretlenme indeksi belirlenmigtir. Kontrol grubunda
%27.37+4.01 olan isaretlenme indeksinin, yaprak ekstre-
lerinin uygulanmas! sonucunda belirgin sekilde azalarak
800 ug/mL konsantrasyonda %7in altina dustugi
(CLM600: 9%1.38+0.39; CLM800: %0.17+0.11; CLES800:
%0.33+0.10) tespit edilmistir (p<0.05).

Metanol ile hazirlanan meyve ekstresinin 48 saat sireyle
uygulanmasi sonucunda Hela hicrelerinin mitotik indeksi

Kegiboynuzu ekstrelerinin HeLa hiicreleri Gizerindeki etkileri

%5.60+£0.42; isaretlenme indeksi ise %25.53+0.36 ile
kontrol degerlerine benzer bulunmustur (Sekil 4 ve 5).
CFE800 grubunda, hiicrelerin mitotik indeksi %4.98+0.56
olarak belirlenirken (p>0.05), isaretienme indeksinin
%23.59+2.40 oraniyla kontrole goére anlamli (p<0.05)
sekilde baskilandigi saptanmistir.

Fenolik bilegsenler

Kegiboynuzu yaprak ve meyvelerinin metanol ve etanol ile
hazirlanmis ekstraktlari igerisindeki fenolik bilesen oranla-
r (%) Tablo 1'de verilmistir. Tablo 1 incelendiginde butin
ekstraktlarda en yuksek miktarda bulunan fenolik bilese-
nin vanilik asit oldugu goriiimektedir. Yaprak ve meyve
ekstraktlari karsilagtirldiginda vanilik asitin meyve ekst-
raktlarinda daha fazla oldugu anlagiimaktadir. Katesin
hidrat, floridzin dihidrat, mirisetin, bitein, naringenin,
luteolin, 4-hidroksibenzoik asit ve salisilik asit yaprak
ekstraktlarinda meyveye gére daha yilksek oranda tespit
edilmis olup; resveratrol, gallik asit, ellajik asit ve kurmin
ise meyvede daha fazla miktarda bulunmustur. Kaempfe-
rol, oléropein, hidroksisinnamik asit, slimarin, ~ 2-hidroksi-
1,4-naftokinon, kurmin ve timokinon sadece meyve ekst-
raktlarinda saptanmistir. Kuersetin miktarinin ise meyve
ve yaprakta benzer oldugu gortimustur.

Tablo 1. Kegiboynuzu meyve ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilen fenolik bilesen miktari (%). CFE: Kegiboynuzu etanolik meyve
ekstresi; CFM: Kegiboynuzu metanolik meyve ekstresi; CLE: Kegiboynuzu etanolik yaprak ekstresi; CLM: Kegiboynuzu metanolik

yaprak ekstresi

Fenolik Bilesen CFE CFM CLE CLM
Katesin hidrat 6.9 0.9 11.2 10.2
Asetil hidroksamik asit 0.8 0.1 0.4 0.2
Vanilik asit 63.3 71.7 34.4 41.8
Resveratrol 0.3 2.4 0.9 0.8
Gallik asit 5.8 0.9 25 24
Kafeik asit 0 0 0 0
Floridzin dihidrat 0 1.8 2.2 24
Oldropein 0 0.9 0 0
Hidroksisinnamik asit 0 1.7 0 0
Ellajik asit 1.1 1.6 0.3 0
Mirisetin 0 1.8 3.0 0
Silimarin 0 15 0 0
2-hidroksi-1,4-naftokinon 0 15 0 0
Bitein 2.3 2.4 6.2 6.0
Naringenin 5.0 2.1 6.5 5.9
Luteolin 47 1.2 174 195
Kaempferol 0 16 0 0
Kurmin 0.4 31 0 0
Timokinon 0 1.2 0 0
4-Hidroksibenzoik asit 2.9 0.8 75 5.4
Salisilik asit 6.0 05 7.0 5.0
Kuersetin 0.6 0.1 05 0.5
Toplam 100.0 100.0 100.0 100.0
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Sekil 2. HeLa ve 3T3 hiicreleri tzerine farkli konsantrasyonlarda ve 48 saat stireyle yaprak ekstresi uygulamasi sonucu tespit edilen (A): Normali-
ze edilmig hiicre sayilari, (B) % inhibisyon oranlari CLM: metanolik yaprak ekstresi (C) Normalize edilmis hiicre sayilari, (D) % inhibisyon oranlari

CLE: etanolik yaprak ekstresi

Tartisma

Deneylerden elde edilen verilere gore, C. siliqua'nin me-
tanolik ve etanolik yaprak ekstrelerinin her ikisinin de
HeLa hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve olusan inhi-
bisyonlarin, konsantrasyon ve uygulama suresinin artisi
ile uyumlu olarak arttigi tespit edilmistir. Hem metanolik
hem de etanolik yaprak ekstrelerinin HeLa hiicre prolife-
rasyonunu inhibe eden konsantrasyonlarinin hiicrelerin
mitotik aktiviteleri ve DNA sentezi (izerinde de inhibisyon
meydana getirdigi gorlimustir. Elde edilen bu bulgular
proliferasyon bulgulari ile paralellik gostermektedir. inhi-
bisyon oranlari ve IC50 degerleri incelendiginde etanolik
yaprak ekstresinin HelLa hiicrelerinin proliferasyonunu
metanolik yaprak ekstresine oranla daha fazla inhibe ettigi
gorulmlstir. Hem metanolik hem de etanolik yaprak
ekstrelerinin deneylerde kullanilan en yiksek konsantras-
yonda (800 pg/ml) uygulandiginda 3T3 embriyonik fare
fibroblast hiicre proliferasyonunu baskiladigi tespit edil-
mistir. Ustelik metanolik yaprak ekstresinin olusturdugu
bu inhibisyon, normal hiicrede kanser hiicresinden daha
yuksek bulunmustur.

C. siliqua’nin meyvelerinden metanol ve etanol ¢oziicileri
kullanilarak hazirlanan ekstrelerin, HeLa ve 3T3 hiicreleri
Uzerine 48 saat stireyle uygulandiklarinda, her iki hlicrede
proliferasyon Uzerinde anlamli bir degisiklik meydana

getirmedikleri tespit edilmistir. Metanolik meyve ekstresi-
nin, HeLa hiicrelerinin proliferasyonu ile uyumlu sekilde
mitoz aktivitesi ve DNA sentez oranlari Uzerinde anlamli
bir degisiklige neden olmazken, 800 pg/ml konsantras-
yondaki etanolik meyve ekstresinin DNA sentezini baski-
layarak isaretlenme indeksini azalttigi tespit edilmistir.

C. siliqua’nin yaprak ve meyvelerinden hazirlanan ekstre-
ler ile yapilan caligmalarda ekstraktin antimikrobiyal,
antifungal ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosteril-
mistir (7). C. siliqua’nin yaprak ve meyvelerinde bulunan
bilesenlerin periferal ve santral benzodiazepine reseptor-
lerine baglanma &zelli§i sergiledigi, bu nedenle bitkinin
ekstresinin anksiyolitik — sedatif etkili potansiyel bir dogal
urlin olabilecegi bildirilmis; periferal benzodiazepine re-
septérinin hicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda da
énemli rol oynadigi vurgulanmistir (12). C. siliqua’nin
yaprak ve meyvelerinden su ile hazirlanan ekstrelerin fare
hepatosellliler karsinoma hiicre soyu olan T1 hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladigi bildirilmis; yaprak ekstresinin
meyve ekstresine oranla daha guclii antiproliferatif aktivite
sergiledigi ortaya gikariimigtir. Ayrica ekstrelerin kaspaz 3
aktivitesini arttirdigi ve apoptozu indikledigi de belirtilmis-
tir (8). Klenow ve ark., ticari olarak satilan kegiboynuzu
lifinden hiicre mediumu igerisinde hazirladiklari ekstrakt-
larin, DNA sentezini, hizli ¢ogalan kolon kanseri HT29
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hiicre hattinda etkilemezken 72 saatlik uygulama sonu-
cunda yavag ¢ogalan kolon kanseri LT97 hiicrelerinde
baskiladigini géstermislerdir. Calismamizda, meyve ekst-
relerinin hticre proliferasyonu Uzerinde anlamli bir degisik-
lik olusturmadigi belirlenmistir (13). Ancak 6zellikle etano-
lik meyve ekstresinin DNA sentezini baskilamasi, ekstre
uygulamasina 72 ve 96 saat gibi daha uzun sirelerle
devam edildiginde mitotik aktivite ve hiicre proliferasyo-
nunda da azalmanin gorilebilecedini distndirmektedir.
Ayrica, Sekil 3 incelendiginde meyve ekstrelerinin 3T3
hiicre proliferasyonu Gzerinde anlamli degisiklik olustur-
mamakla birlikte ekstre uygulanmasiyla hicre sayisinin
azalma egiliminde olabilecedi dikkat ¢ekmektedir. Bu
durum, konsantrasyonun artigi veya uygulama stresinin
uzamaslyla azalma egiliminin artarak devam edebilecegi-
ni akla getirmektedir.

1.8 1.8
— Kontrol
1.6 1 |—8— HeLa hticreleri (A) -1.6
7] —&— 3T3 hiicreleri
> 1.4 1.4
m
w
o 1.2- L 1.2
(%]
2 1.0 {g=—=— ¢ L1.0
o S
E 0384 it 0.8
3 g
o 064 -0.6
N
T 0.4+ L0.4
E
g 0.2 0.2
0.0-4 T T T 0.0
0 200 400 600 800
CFM konsantrasyonu (ug/mL)
1.8 1.8
—— Kontrol
1.64 |—&—Hela hiicreleri (B) -1.6
o —4&— 373 hiicreleri
> 144 1.4
m©
o
o 1.2- 1.2
ol N S
£ 1.01 — 1.0
o S T ——
Egsd = =@0HUShmaig... +—0.8
._8
o 064 -0.6
N
© 0.4 0.4
=
g 0.2 0.2
0.0-5 T T T —0.0
0 200 400 600 800

CFE konsantrasyonu (ug/mL)
Sekil 3. HeLa ve 3T3 hiicreleri (izerine farkli konsantrasyonlarda ve 48
saat siireyle meyve ekstresi uygulamasi sonucu tespit edilen normali-
ze edilmis hiicre sayilari (A) CFM: metanolik meyve ekstresi (B) CFE:
etanolik meyve ekstresi
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Sekil 4. HelLa hicre proliferasyonunu inhibe eden veya en yiiksek
konsantrasyonlarda kegiboynuzunun yaprak ve meyvelerinin metanol
ve etanol ekstraktlarinin uygulanmasi sonucu tespit edilen mitotik
indeks (%MI) degerleri. Oklar mitoz safhasindaki hiicreleri géstermek-
tedir.
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Sekil 5. HeLa hiicre proliferasyonunu inhibe eden veya en yliksek
konsantrasyonlarda kegiboynuzunun yaprak ve meyvelerinin metanol
ve etanol ekstraktlarinin uygulanmasi sonucu tespit edilen isaretienme
indeks (%LI) degerleri. Oklar damgalanmis (DNA sentezi yapan)
hiicreleri gdstermektedir.
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C. siliqua meyvelerinin gallik asit, gallotannin, metil gallat,
kaempferol, kuersetin, mirisetin, sinnamik asit, genistein,
naringenin vb. fenolik antioksidanlarca zengin oldugu
bildirilmistir (14). Ancak bitkilerin bilesimlerinde bulunan
maddelerin bitkinin ¢esidine, yetisme yerine, mevsime
gore degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir (15,16). Cus-
todio ve ark., disi, erkek ve hermafrodit agaglardan hazir-
ladiklar ekstraktlarin total fenolik igerik miktari ile gallik
asit, mirisetin, metil gallat gibi bazi fenolik bilesenlerin
miktarlarini karsilastirmiglar; hermafrodit agaclarin en
yiksek total fenolik icerige sahip oldugunu ve fenolik
bilesen oranlarinin da gesitler arasinda farkllik gdsterdi-
gini bulmuslardir (17,18). Calismamizda, arastirilan feno-
lik bilesenlerden vanilik asitin hem yaprak hem de meyve-
lerde en yuksek oranda bulundugu belirlenmistir. Yaprak
ekstraktlarinda daha fazla miktarda tespit ettigimiz luteo-
lin, mirisetin, naringenin ve salisilik asitin yanisira meyve-
de daha ytksek oranda bulunan resveratrol, gallik asit ve
ellajik asit; sadece meyve ekstraktlarinda saptanan ka-
empferol, oléropein ve timokinon ile meyve ve yaprakta
benzer miktarda oldugu belirlenen kuersetinin tek basina
veya baska bilesiklerle kombine olarak uygulandigi ve
antiproliferatif, apoptotik, antimetastatik gibi gesitli aktivite-
lere sahip olduklarini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulun-
maktadir (19-25). Ancak deneylerimiz sonucunda ulasti-
gimiz bulgulara bu bilesiklerden hangisi ya da hangilerinin
katki sagladigini belirleyebilmek igin ek ¢alismalar dizayn
edilmelidir.

Calismamizda, kegiboynuzu yapraklarindan hazirlanan
metanol ve etanol ekstrelerinin HeLa hiicrelerinde DNA
sentezini baskilayarak mitotik aktiviteyi ve hiicre prolife-
rasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Custodio ve arka-
daslarinin yaptiklari bir aragtirmada disi, erkek ve hermaf-
rodit olarak siniflandirilan C. siliqua agaglarinin yaprakla-
rindan metanol ile ayri ayri ekstreler hazirlanmig; ekstre-
lerin antioksidan aktivite ve serbest radikal indirgeme
kapasiteleri ile antitimaral etkileri incelenmistir. Yuksek
miktarda flavonoid ve fenolik bilesen iceren ekstrelerin
antioksidan kapasitelerinin de yliksek oldugu, ancak fla-
vonoid ve tannin icerikleriyle serbest radikal indirgeme
kapasiteleri arasinda korelasyon bulunmadigi belirlenmis-
tir. Ayni calismada, ekstrelerin HeLa hiicrelerine 24 saat
stireyle uygulanmasi sonucunda erkek ve hermafrodit
agaclarin yapraklarindan hazirlanan metanolik ekstrelerin,
HeLa hiicre proliferasyonunu daha yiksek oranda inhibe
ettigi saptanmistir (26).

Sonuglarimiz literatir ile uyumlu olmakla birlikte elde
ettigimiz verilere gére metanolik ve etanolik yaprak ekst-
releri 3T3 normal fibroblast hiicreleri {izerinde de sitotok-
sik aktivite sergilemistir. Ustelik metanolik yaprak ekstre-
sinin 3T3 hiicreleri Gizerindeki inhibisyon etkisi HeLa hiic-
releri Uzerindekinden daha yiksektir. Kemoterapide amag
hastanin normal dokularina zarar vermeden ya da mini-
mum etki olustururken, kanser hiicrelerinin ortadan kaldi-

Kegiboynuzu ekstrelerinin HeLa hiicreleri Gizerindeki etkileri

riimasini saglamaktir. Bu nedenle yaprak ekstrelerinin
potansiyel antikanser ajan olarak degerlendirilebilmeleri
icin normal hiicrelere zarar vermeyen etken maddenin
tespit edilmesi gerekmektedir.
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