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Oz

Cagimizin en yiiksek 6liim oranina sahip saglik sorunlarindan biri olan kanser vakalarinin 6nlenmesi i¢in yeni ve
etkili tedavi stratejileri gelistirmeye yonelik aragtirmalar son yillarda 6nem kazanmistir. Dogal kaynaklardan elde
edilen 6zltler, ugucu yaglar ve biyoaktif bilesenler daha az yan etki ile etkin tedavi sunma potansiyelindedir. Bu
¢alismanin amaci, menengic meyvesinin ekstraktinin hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde (HepG2) oksidatif stres,
sitotoksik ve apoptotik etkilerini incelemektir. Saglikli karaciger epitel hiicreleri (ZFL) ile elde edilen sonuglar
karsilagtirilarak bu ekstraktin kanser hiicrelerine spesifik olup olmadigi degerlendirilmistir. Literatiirde ilk kez
yapilan ¢alismamizda, soxhlet yontemi ile menengi¢ meyvelerinden elde edilen ekstraktin ICso dozunu ve suresini
belirlemek i¢in iCELLigence sistemi, sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla MTT yontemi, apoptoz profilini
belirlemek i¢in Anneksin V yontemi kullanilmistir. Menengi¢ ekstraktinin olusturabilecegi oksidatif hasarin
belirlenmesinde; TAS, TOS, GSH ve lipid peroksidasyon seviyeleri ile NADP-1DH, katalaz, alkalen fosfataz ve
asit fosfataz enzim aktivitesi analizleri spektrofotometrik yontemlerle yapilmistir. iCELLigence sistemi ile yapilan
analiz sonucunda menengi¢ ekstraktinin HepG2 hiicrelerindeki 48 saatlik 1Cso dozu 419 pg/mL olarak
bulunmustur. Sitotoksisite analizi ile menengi¢ ekstraktinin HepG2 hiicrelerinde ZFL hiicrelerine kiyasla daha
oldiiriicii oldugu gozlenmistir. Ayn1 sekilde HepG2 hiicrelerinde 6 saatte gézlenen apoptotik ve 6lii hiicre sayisi
ZFL hiicrelerine gore daha fazla oldugu gdzlenmistir. Oksidatif hasar1 belirlemek icin yapilan analizlerde ZFL
hiicrelerinde gozlenen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, HepG2 hiicrelerinde hem kontrol
grubuyla hem de ZFL hicrelerine kiyasla belirgin oksidatif hasar gézlenmistir. Elde edilen bulgular, kanser
tedavisinde yeni ajanlar gelistirilmesi yoniindeki ¢aligmalara kaynak olusturabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Karaciger, Sitotoksisite, Apoptoz, Oksidatif stres, Menengicg.

Antioxidative and Anticarcinogenic Effects of Terebinth (Pistacia
terebinthus L.) Extract on Hepatocellular Carcinoma Cells

ABSTRACT
In recent years, cancer research; It is one of the most important health problems of our age with its high mortality
rate and incidence. In addition to existing treatment systems, it is vital to develop effective treatment strategies for
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the prevention of increasing cancer cases. Extracts from plants, essential oils, and bioactive components; Due to
their natural origin, they have the potential to provide effective treatment with fewer side effects. The aim of this
study was to examine the oxidative stress, cytotoxic and apoptotic effects of the extract of terebinth in
hepatocellular carcinoma cells (HepG2). The results obtained with healthy liver epithelial cells (ZFL) were
compared and it was evaluated whether this extract was specific to cancer cells. In our study, which was conducted
for the first time in the literature, the iICELLigence system was used to determine the IC50 dose and duration of
the extract obtained from terebinth by the soxhlet method, the MTT method to determine the cytotoxicity, and the
Annexin V method to determine the apoptosis profile. In determining oxidative damage caused by terebinth
extract; TAS, TOS, GSH, and lipid peroxidation levels and NADP-IDH, catalase, alkaline phosphatase, and acid
phosphatase enzyme activities were analyzed by spectrophotometric methods. As a result of the analysis with the
ICELLigence system, the 48-hour IC50 dose of terebinth extract in HepG2 cells was found to be 419 pg/mL. By
cytotoxicity analysis, it was observed that the terebinth extract was more lethal in HepG2 cells compared to ZFL
cells. Likewise, it was observed that the number of apoptotic and dead cells observed in HepG2 cells at 6 hours
was higher than in ZFL cells. While the results observed in ZFL cells were not statistically significant in the
analyzes performed to determine oxidative damage, significant oxidative damage was observed in HepG2 cells
compared to both the control group and ZFL cells. The findings will be a source for studies on the development
of new agents in cancer treatment.

Keywords: Cancer, Liver, Cytotoxicity, Apoptosis, Oxidative stress, Terebinth.

|. GIRIS

Menengic¢ (Pistacia terebinthus L.), lilkemizin neredeyse tamaminda dogal olarak yetisen sakiz
agacigiller ailesine ait bir agactir [1]. Diinyanin baz1 yerlerinde bu bitkinin ¢icek, kok, yaprak, meyve
ve kabuk gibi ¢esitli kisimlari, farkli amaglar icin, birgok rahatsizligin tedavisinde kullanilmaktadir [2-
5]. Guzel kokulu reginesi parfumlerde siklikla kullanilmaktadir [6]. Menengigin antioksidan 6zellikleri,
sabit yag miktar1 ve yag asidi bilesenleri, fenolik maddeleri, ugucu yag miktar1 ve bilesenleri ile
tokoferol igeriginin yani sira ¢esitli hastaliklara etkileri birgok ¢alisma ile ele alinmistir [7-11]. Antik
caglardan beri bitkilerden yapilan ilaglar terapotik ajanlar olarak diyabetten kansere kadar bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda kanser, insanoglunun savastigi en 6nemli
hastaliklardan biri haline gelmistir. Kanser tedavisinde ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle,
bitkisel ilaglar kullanilarak bu yan etkilerin indirgenmesi ile ilgili son yillarda artan sayida aragtirma
yapilmistir [12-14].

Karacigerde gerek iyi gerek koétii huylu birincil timorlere, kendini yenileme guicu yuksek bir organ
oldugundan nadiren gorilir. Buna karsilik metastaz ile gelisen tiimorler sik goriilir. Hepatoseliler
karsinoma, karacigerin fonksiyonel hiicresi olan hepatositten kaynaklanir ve karaciger kanserlerinin
yaklasik %9011 olusturur. Karaciger kanseri kemoterapiye direngli bir kanser tiirtidiir [15]. Karaciger
kanseri ¢ogunlukla erkeklerde goriilen bir hastaliktir. Hepatit ve siroza sik rastlanilan bolgelerde daha
cok gorulen bir kanser turtddr. Hedefe yonelik tedavi ilaglari, bolgedeki damarlanmayi 6nleyip timorin
biiylimesi ve yayilmasini engelleyerek etki gostermektedir. Ancak bu ilaglarin yan etkileri yararlarindan
daha fazladir. Bu nedenle yan etkileri az, bitkisel kdkenli, etkin, yeni ilaglarin gelistirilmesi ¢aligmalari
stirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, menengic meyvesinin ekstraktinin hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde sitotoksik,

apoptotik ve oksidatif strese olan etkilerini incelemektir. Saglikli karaciger epitel hiicreleri ile elde edilen
sonuclar karsilastirilarak bu ekstraktin kanser hiicrelerine spesifik olup olmadigi degerlendirilmistir.

Il. MATERYAL VE METOD

A. HUCRE KULTURU
Calismada kullanilan HepG2 (ATCC: HB-8065) hiicreleri, EMEM +%10 Fetal Bovin Serum (FBS)+

penisilin ve streptomisin igeren steril besi yeri ile konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlarinda (37°C’de %5
CO) kiiltiire edildi. Saglikli karaciger hiicresi olarak kullanilan ZFL (ATCC: CRL-2643) hicreleri, %50
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L-15, %35 DMEM-HG, %15 Ham's F12 medyumlarina ek olarak, 0.15 g/L sodyum bikarbonat, 15 mM
HEPES, 0.01mg/ml bovin insiilin, 50 ng/ml EGF, %5 1s1yla inaktive edilmis FBS, %0.5 Trout serum
eklenen besi yerinde 28°C’de ¢ogaltildi.

B. MENENGIC EKSTRAKSIYONU

Cok sayida saglikli yag asidi bilesenlerine sahip menengi¢ meyveleri, yizey sterilizasyonu i¢in %0.05
NaOCl ile yikandi. Daha sonra steril distile su ile yikanarak NaOCI uzaklastirildi. Kurutma isleminden
sonra aseptik kosullarda toz haline getirilen menengi¢c meyveleri 10 gr tartilarak 150 mL etanolde
ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon islemleri Soxhlet cihazinda gergeklestirildi. Ekstraksiyon islemi
sonrasinda petrilere alinan ¢ozeltiler ¢eker ocak altinda tutularak etanol uguruldu. Uzaklastirma
isleminin ardindan petriler +4°C de muhafaza edildi. Deneyler i¢in 10 mg menengic ekstrakti 1 mL
DMSO iginde ¢ozdiiriilerek kullanildi.

C. GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZ SISTEMI ILE ICso DOZU HESAPLAMA

Hiicre kiiltiirii caligmalar ile ¢ogaltilan HepG2 hiicrelerine menengi¢ ekstraktinin ICso dozunu
belirlemek icin yapilacak analizlerde kullanilacak hiicre sayisinin belirlenmesi islemi Ger¢cek Zamanlt
Hiicre Analiz Sistemi iCELLigence™ (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) kullanilarak
yapildi. Hemositometre ile sayilan hiicreler sirasiyla kuyucuklarda 100000, 50000, 25000, 12500, 6300,
3100 ve 1600 hiicre/mL olacak sekilde ekildi. Her bir kuyucukta toplamda 300 pL besi yeri olacak
sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi. Olgiimler tamamlaninca, analiz grafigi degerlendirildi.
Degerlendirme hiicrelerin zamana bagli ¢ogalma indeksine gore yapildi. Sonug olarak, ¢alisma igin
menengic ekstraktinin 48 saat uygulanmasina ve HepG2 hiicrelerinin sayisinimn 50000 olmasina karar
verildi. 1Cso degerini belirlemek i¢in, her kuyucukta 50000 hiicre iCELLigence E-platelere ekilerek
ortama artan konsantrasyonlarda (50, 100, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL) ekstrakt eklenerek ve
96 saat boyunca ve 15 dk.’lik periyotlarda 6l¢iimler alind.

D. SITOTOKSISITE ANALIZi

Belirlenen 1Cs degerinin HepG2 ve ZFL hiicrelerindeki sitotoksisitesi MTT [3-(4,5-dimethyldiazol-2-
yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] ile hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
olarak yapildi [16]. Bu test istatistik hesaplamalar i¢in 3 kez tekrar edildi. Veriler, GraphPad Prism 5.0
programi (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, ABD) ile analiz edilerek grafik olusturuldu. Menengic
uygulamasi sonucunda hiicrelerin canlilik oranlari, kontrol hiicrelere kiyasla hesaplandi. Kontrol
hiicrelerin yasamsallig1 %100 kabul edildi ve hiicrelerin canlilik yiizdeleri asagidaki sekilde hesaplandi.

% canlilik orani: (Tedavi edilen hiicre/ tedavi edilmemis hiicre)X100

E. OKSIiDATIF STRES PARAMETRE ANALIZLERI

Deneyler her grupta 10 numune, her bir numunede 1.10° canli hiicre olacak sekilde yapildi. Antioksidan
enzim aktivite analizleri igin hiicreler homojenize edildikten sonra sogutmali santrifiij ile pellet ve
stipernatant ayrilarak analizlerde kullanilmak iizere siipernatant alindi. Total Antioksidan Seviyesi
(TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve karaciger hastaliklarinda 6zelliklede kanserde tanimlayici olan
NADP-Dependent Isocitrate Dehydrogenase (NADP-IDH) enzim aktivitesi Rel Assay marka ticari
kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak dlgiildi [17-19].

H202’nin, H,O’ya doniigsiim reaksiyonunu Katalaz enzimi katalizler. Bu donlisiim 240 nm’deki
absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk.’daki absorbanstaki azalma ile enzim aktivitesi belirlendi
[20]. Alkalen fosfataz (ALP) enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenil fosfat1 pH’s1 9.8 olan ortamda
p-nitrofenol’a hidroliz etmektedir. Meydana gelen {iriiniin 405 nm de verdigi absorbans
spektofotometrik olarak degerlendirilerek enzim aktivitesi dlgiildii [21]. Asit fosfataz (ACP) enzim
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aktivitesi ise p-nitrofenil fosfati pH’s1 4.8 olan ortamda p-nitrofenol’a hidroliz ederken meydana gelen
Urlntin 405 nm de verdigi absorbans spektofotometrik olarak degerlendirildi [21].

MDA, lipid peroksidasyonu driinudir. Analizi Ledwozyw ve ark., (1986) yontemine gore, tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile reaksiyonunda olugan pembemsi rengin absorbansinin spektrofotometrik olarak 6lgtilmesi
ile yapildi [22].

DTNB (5-5’ ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit) ile glutatyonda bulunan siilfidril gruplarinin reaksiyonu
sonucu olusan renkli {irliniin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi ile Total glutatyon (GSH)
seviyesi belirlendi [23].

F. APOPTOZ ANALIZi

HepG2 ve ZFL hicrelerinde apoptoz analizi, Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (cat. no: MCH100105,
Luminex Corporation) ile Muse Cell Analyzer cihazinda yapildi. Hiicreler, 6 well-plate’e, her bir
kuyucukta 250000 hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra ekstrakt muamelesine baglandi. Apoptoz
deneyinde hicreler, 200, 400, 600 ve 800 pg/mL menengig ekstrakti ile 6 saat boyunca muamele edildi.

G. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

[statistiksel analizler IBM SPSS Statistic 23 bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Calisma bulgular
ortalamazstandart hata (SH) seklinde ifade edildi. Iki grup karsilastirmalar parametrik Student’s t-testi
ve esit olmayan varyanslarda nonparametrik Mann-Whitney U testi ile ikiden fazla grup arasindaki
karsilagtirmalar ise tek yonlit ANOVA; istatistiki olarak anlamli sonuglarda ANOVA’y1 takiben gruplar
aras1 anlamh farki karsilastirmak i¢in Tukey’s post-hoc testi yapildi. p<0.05 den kiigiik olanlar anlamh
olarak kabul edildi.

I1l. BULGULAR VE TARTISMA

Hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olugan ¢ok ¢esitli kanser tipleri i¢inde karaciger kanseri, en sik
goriilen besinci kanser tiirii ve kanser kaynakli 6liimlerin ikinci nedenidir. Obezite ve obezite iligkili
diyabet, metabolik sendrom, alkol disi nedenli karaciger yaglanmasi gibi hastaliklarin, karaciger
kanserinin temel etmenlerinden biri oldugu bilinmektedir. Bu hastaliklarin gelismis ve gelismekte olan
toplumlarda ¢ogalmasi, gelecekte karaciger kanserinin olusturacagi global saglik tehdidini daha net
ortaya ¢ikarmaktadir [15].

Farkli dozlarda menengi¢ ektraktinin 48 saat uygulanmasi sonucunda HepG2 hiicrelerinin yarisini
oldiren doz (ICsp), kullanilan iCELLigence cihazinin yazilimi ile otomatik olarak 419 pg/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 1). Elde edilen bu sonug, menengi¢ ektraktinin hepatoseliiler karsinoma hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu géstermektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak hem HepG2 hemde
ZFL hcrelerine 200, 400, 600 ve 800 pg/mL menengi¢ ekstrakti uygulanip 48 saat sonunda MTT
sitotoksisite testi gergeklestirildi. Elde edilen kontrol degerleri ile kiyaslandiginda hiicre canliligy;
HepG2 hiicrelerinde sirastyla %76; %55; %39 ve %12, ZFL hiicrelerinde ise %89, %71, %58 ve %37
olarak tespit edildi. (Sekil 2).
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Sekil 1. iCELLigence sistemi ile menengic ekstraktlarimin hiicrelerdeki ICsy degerinin belirlenmesi.

70
60
B HepG2
40 P
mZFL
30
20
10
0

200 pg/mL 400 pg/mL 600 pg/mL 800 pg/mL
48 saat Menengi¢ Ekstrakti Uygulamasi

% Hiicre Canlilik

Sekil 2. 200 ug/mL, 400 ug/mL, 600 ug/mL ve 800 ug/mL menengic ekstrakti uygulamasinin 48 saat sonunda
HepG2 ve ZFL hiicrelerine sitotoksik etkileri.

Belirlenen 1Csy degerlerinin HepG2 ve ZFL hiicrelerindeki oksidatif stres parametrelerine etkisini
degerlendirmek i¢in Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve Total antioksidan seviyesi (TAS) analizleri
yapildi. Menengic¢ ektsraktina 48 saat maruziyet sonucunda ZFL hiicrelerinde TOS degerinde gbzlenen
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 3A). HepG2 hiicrelerinde ise
kontrole gore anlamli bir diisiis gozlendi (p<0,05). TAS degerlerinde goézlenen diislis ise ZFL
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p<0,05), HepG2 hiicrelerinde anlamlidir
(p<0,05) (Sekil 3B). Elde edilen TOS ve TAS analiz degerlerinin oranlanmasiyla elde edilen Oksidatif

Stres Indeksi (OSI) sonuglaria gére HepG2 hiicrelerinde oldukga fazla artis goriildii (p<0,05)(Sekil
30).
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Sekil 3. HepG2 ve ZFL hiicrelerine 48 saat IC50 menengic ekstraktinin uygulanmast sonrasi, A) Total Oksidan
Seviyesi (TOS), B) Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve C) Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degerleri. Kontrol ve
deney gruplar: arasindaki farkliliklar *(p>0,05) ve **(p<0,05) ile gosterilmistir.

Antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan 6nemli enzimlerden biri olan katalaz, hidrojen peroksiti
substrat olarak kullanarak oksijen ve suya pargalayan peroksidazlardan biridir. Asir1 serbest oksijen
radikali. Gretiminin KAT aktivitesini inhibe edebildigi bilinmektedir. KAT enzim aktivitesi HepG2
hiicrelerinde 6nemli miktarda azalma gosterdi (p<0,05). Buna karsin ZFL hiicrelerindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05)(Sekil 4A). ACP ve ALP enzim aktivesi analizleri sonucu
ZFL hicrelerinde her iki enzim aktivitesinin arttig1, ancak HepG2 hiicrelerinde azaldigi belirlendi
(p<0,05) (Sekil 4B ve Sekil 4C). NADP-IDH enzim aktivitesinde HepG2 hiicrelerinde anlamh diisiis
gozlenirken (p<0,05), ZFL hiicrelerinde gdzlenen artig istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05)
(Sekil 4D).
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Sekil 4. HepG2 ve ZFL hiicrelerine 48 saat |Cso menengic ekstraktinin uygulanmasi sonrasi, A) Katalaz (KAT),
B) Asit fosfataz (ACP), C) Alkalen fosfataz (ALP) ve D) NADP-IDH enzim aktivitesi analizleri. . Kontrol ve
deney gruplari arasindaki farkliliklar *(p>0,05) ve **([p<0,05) ile gosterilmistir.

Bitkilerdeki sekonder metabolitlerin en 6nemli siniflarindan biri olan polifenolik bilesikler, kuvvetli
antioksidan ozellige sahiptirler [24]. Bu bilesiklerin antioksidan etkileri; reaktif oksijen tiirlerini elektron
vererek indirgemek, agir metal iyonlarin1 selatlamak, antioksidan olarak gorev yapan ve
detoksifikasyonda gorev alan enzimleri uyarmak olarak bilinmektedir. Polifenollerin bu 6zelliklerinden
dolay1 antimutajenik, antikanser, antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve anti-aterosklerotik
etkileri oldugu bildirilmektedir [25]. Menengi¢c meyvesi ve reginesinin i¢erdigi fenolik bilesikler ve
flavonoidler ile antioksidan aktiviteler arasinda 6nemli bir iliski oldugu bildirilmistir [26]. Durak ve
Ugak (2015) menengic 6ziitiiniin gili¢lii biyoaktif ve antimikrobiyal 6zelliklerini dogrulamis ve gesitli
uygulamalar i¢in potansiyellerini gosteren yag asidi profillerini belirlemislerdir [27]. Menengic ekstrakti
uygulamasi sonrast HepG2 hiicrelerinde enzim aktivitelerinin inhibe oldugu gézlenmistir.

Glutatyon (GSH), serbest oksijen radikallerine baglanarak zararimi indirgeyen antioksidan savunmada
gorevli énemli bir aminoasittir. Hiicre igindeki GSH miktar1 hiicre metabolizmasinin korunmasinda
onemlidir. Canlinin detoksifikasyon kabiliyetini belirlemede 6nemli bir indikator olarak GSH miktarlari
analiz edilir. Serbest radikallerin artmasina baglh stres durumlarinda GSH miktar1 azalabilmektedir.
Ancak devam eden stres durumunda ise adaptif mekanizmalarin etkisi ile oksidatif strese karsi
koyabilmek tizere GSH miktarinin arttig1 belirlenmistir [28]. Ozellikle hiicre zar1 gibi lipid tabakalarinin
bulundugu hiicre boliimlerinde, serbest radikallerin oksidatif hasari sonucu lipid peroksidasyonu
olusabilir. Yiiksek MDA miktari, lipid peroksidasyonuna isaret etmektedir. Antioksidanlarin koruyucu
etkisine bagl olarak lipid peroksidasyonu miktar1 degisebilmektedir. Yapilan analizler sonucu HepG2
hiicrelerinde menengi¢ uygulamasi sonrasinda enzim aktivitelerinde ve GSH miktarindaki azalmaya
karsin MDA miktarindaki artis hiicrelerdeki oksidatif hasar1 gostermektedir. 48 saat sure ile menengic
ektrakti uygulanan HepG2 hiicrelerinde GSH miktar1 kontrole oranla dnemli miktarda artarken
(p<0,05); ZFL hicrelerinde azalmistir (p<0,05) (Sekil 5A). Lipid peroksidasyonunun en &nemli
gostergesi olan MDA miktar1 HepG2 hiicrelerinde artis gosterirken (p<0,05), ZFL hiicrelerinde
g0Ozlenen azalma istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0,05) (Sekil 5B).
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Sekil 5. HepG2 ve ZFL hiicrelerine 48 saat IC50 menengic ekstraktinin uygulanmasi sonrasi, (A) Total
Glutatyon (GSH) ve (B) Malondialdehit (MDA) miktar: degerleri. Kontrol ve deney gruplari arasindaki
farkhiliklar *(p>0,05) ve **([<0,05) ile gisterilmistir.

Menengi¢ ekstrakti'min apoptotik potansiyeli, canli, erken apoptotik, gec¢ apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin tanimlanmasina izin veren akis sitometrisi ile ol¢tildii. Apoptotik etkiyi gostermek igin
hiicreler, 200, 400, 600 ve 800 pg/mL konsantrasyonu ile muamele edildi. 6 saat boyunca menengic
ekstrakti uygulanan ZFL hiicreleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, canli hiicrelerin yiizdesinde
anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Bununla birlikte, 400 pg/mL ve 600 pg/mL menengi¢ uygulamasi
toplam apoptozu yaklasik 1.5-2 kat arttirmigtir. 6 saatlik 200 pg/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL ve 800
ug/mL menengic uygulamasi ile erken apoptoz sirastyla %3.16, %6.08, %6.93 ve %3.48 iken, kontrol
hlcrelerinde %3.01 gozlendi (Sekil 6). Ayn1 sekilde 6 saat sire ile 200, 400, 600 ve 800 pg/mL
menengic¢ ekstrakti konsantrasyonuna maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde erken apoptoz oranlari
strastyla 9%1.19, %2.12, %3.13, %2.2 iken, kontrol hiicrelerinde %1.29 olarak gozlenmistir (Sekil 7).
Ancak HepG?2 hiicrelerinde geg apoptoz ve 6lii hiicrelerin orani, ZFL hiicrelerinde belirlenenlere kiyasla
oldukga fazladir. Bu sonuglar, menengic ekstraktinin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini gostermektedir.

Polifenolik bilesiklerin antikanser etkinliklerinin ise, gen ekspresyon seviyelerini degistirebilme, hiicre
dongiistini durdurabilme, cesitli hiicre ¢ogalma sinyal yolaklarini inhibe edebilme, karsinojen
metabolizmasim1 modile edebilme ve apoptozu indlkleyebilme 6zelliklerinden kaynaklandig:
bilinmektedir [29]. HepG?2 hiicrelerinde 6 saat maruziyet sonras1 gézlenen geg¢ apoptoz ve 6lii hiicrelerin
orani, ZFL hiicrelerinde belirlenenlere kiyasla oldukga fazla olmasi menengic ekstraktinin hepatoseliiler
karsinoma hiicrelerinde apoptozu daha erken indiikledigini gostermektedir. Ding ve ark. (2013), HepG2
hicrelerinde Dianthus superbus bitkisinden izole edilen 2-[(2,4 dihidroksibenzoil) amino]-4- metoksi-
benzoik asit’in giicli bir sitotoksik etkisi oldugunu, buna karsin; kaempferol, kuersetin, 3,5,7-
trihidroksi3’,5’-dimetoksil-flavon ve 1-monopalmitin’in sitotoksik etkisinin daha az oldugunu
bildirmislerdir [30].
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uygulamasi sonrasi apoptoz miktari.

Sekil 6. ZFL hiicrelerine 6 saat 200 ug/mL, 400 ug/mL, 600 ug/mL ve 800 ug/mL menengic ekstraktinin
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Sekil 7. HepG?2 hiicrelerine 6 saat 200 ug/mL, 400 ug/mL, 600 ug/mL ve 800 ug/mL menengic ekstraktinin
uygulamasi sonrast apoptoz miktart.

V. SONUC

Kanser tedavisinde; kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapi gibi mevcut tedaviler, apoptosis olarak
bilinen bir yonteme dayanir ve bu yontemde, kaspaz adi verilen proteinler aktive edilerek kanser
hicreleri oldiiriiliir. Ancak bu tedavi yontemleri viicudun kendi saglikli hiicrelerini de 6ldiirerek ¢ok
fazla yan etki yaratir. Bu bilgiler 15181da, saglikli karaciger epitel hiicrelerinde Menengic ekstraktinin
sitotoksik etkileri de incelenerek, hepatokarsinom hcreleri ile birlikte programli hiicre Sliimiine
yonlendirilip yonlendirilmedikleri arastirilmigtir. Yapilan tim analizler sonucunda saglikli karaciger
epitel hiicrelerinde oksidatif stresin daha az indiiklendigi s6ylenebilir. Elde edilen veriler, menengic
ekstraktinin hepatokarsinoma htcreleri Uzerindeki apoptotik etkisinin oksidatif stresi indikleyerek
gergeklestirdigini gosterebilir. Bu calismanin sonuglar1 karaciger kanserinin tedavisinde menengic
ekstraktinin umut verici yeni bir antikanser ajan olarak kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

TESEKKUR: Bu calisma Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan desteklenmistir (Proje no: TSA-2020-46).

1526



V. KAYNAKLAR

[1] I.T. Agar, N. Kaska and S. Kafkas, “Characterization of lipids in Pistacia species grown in
Turkey,” In Acta Horticulturae, pp. 417-422, 1995.

[2] E. Ayranci and A.C. Dalgig, “Preparation of protein isolates from Pistacia terebinthus L. and
examination of some functional properties,” Lebensmittel Wissenschaft Und Technologie, vol. 25, no.
5, pp. 442-444, 1992a.

[3] E. Ayranci and A.C. Dalgig, “Moisture sorption isotherms of Pistacia terebinthus L. and protein
isolate,” Lebensmittel Wissenschaft Und Technologie, vol. 25, no. 5, pp. 482-483, 1992b.

[4] L. Bonsignore, F. Cottiglia and G. Loy, “Antibacterial activity of Pistacia lentiscus L. aerial
parts,” Fitoterapia, vol. 69, no. 6, pp. 537-538, 1998.

[5] T.Baytop, Tirkiye' deki T:bbi Bitkiler Ile Terapi, Birinci Baski, Istanbul, Nobel Tip Kitabevleri,
1999, 12. Bolim, 111-117.

[6] E. Yesilada, G. Honda and E. Sezik, “Traditional medicine in Turkey V. Folk Medicine in The
Inner Taurus Mountains,” Journal of Ethnopharmacology, vol. 46, pp. 133-155, 1995.

[7] M. Couladis, M. Ozcan, O. Tzakou and A. Akgiil, “Comparative essential oil composition of
various parts of the turpentine tree (Pistacia terebinthus L.) growing wild in Turkey,” Journal of the
Science of Food and Agriculture, vol. 83, pp. 136-138, 2003.

[8] M.M. Ozcan, O. Tzakou and M. Couladis, “Essential oil composition of the turpentine tree
(Pistacia terebinthus L.) fruits growing wild in Turkey,” Food Chemistry, vol. 114, no. 1, pp 282-285,
20009.

9] L. Dalgig, S.O. Sermet ve G. Ozkan, “Farkli kavurma sicakliklarmin menengic yag kalite
parametreleri Gzerine etkisi,” Akademik Gida, . 9, s. 3, ss. 26-36, 2011.

[10] E.M. Giner-Larza, S. Ma'nez, M.C. Recio, R.M. Giner, J.M. Prieto and M. Cerda’-Nicola’s,
“Oleanolic acid, a 3-oxotriterpene from Pistacia, inhibits leukotriene synthesis and has anti-
inflammatory activity,” Eur. J. Pharmacol, vol. 428, pp. 137-143, 2001.

[11] T. Bakirel, S. Sener, U. Bakirel, O. Keles, G. Sennazli and A. Gurel, “The investigation of the
effects of P. terebinthus L. upon experimentally induced hypercholesterolemia and atherosclerosis in
rabbits,” Turkish Journal of Veterinary Sciences, vol. 27, pp. 1283-1292, 2003.

[12] F. Tetik, S. Civelek and U. Cakilcioglu, “Traditional Uses of Some Medicinal Plants in Malatya
(Turkey),” Journal of Ethnopharmacology, vol. 146, no. 1, pp. 331-346, 2013.

[13] K. Canli, A. Yetgin, |. Akata and E.M. Altuner, “Antimicrobial Activity and Chemical
Composition Screening of Epilobium montanum Root,” Indian Journal of Pharmaceutical Education
and Research, vol. 51, no. 3, pp. 239-243, 2017.

[14] M.E. Bozyel, M. Senturan, A. Benek, E. Merdamert Bozyel, K. Canli and E.M Altuner, “In
Vitro Antimicrobial Activity Screening of Heliotropium europaeum Against Wide Range of
Microorganisms and Multi Drug Resistant (Mdr) Bacteria,” European Journal of Biomedical and
Pharmaceutical Sciences, vol. 6, no. 3, pp. 113-117, 2019.

1527



[15] H.B. El-Serag, “Epidemiology of hepatocellular carcinoma,” The Liver: Biology and
Pathobiology, pp. 758-772, 2020.

[16] A. Yerlikaya, E. Erdogan, E. Okur, S. Yerlikaya and B. Savran, “A novel combination treatment
for breast cancer cells involving BAPTA-AM and proteasome inhibitor bortezomib,” Oncology Letters,
vol. 12, no. 1, pp. 323-330, 2016.

[17]  O. Erel, “A novel automated direct measurement method for total antioxidant capacity using a
new generation, more stable ABTS radical cation,” Clinical biochemistry, vol. 37, no. 4, pp. 277-285,
2004.

[18] O. Erel, “A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status,” Clinical
Biochemistry, vol. 38, no. 12, pp. 1103-1111, 2005.

[19] M. Koldemir Giindlz, “BGM a Newly Synthesised Boron Compound, Induces Apoptosis and
Reduces Oxidative Stress by Inhibiting Lipogenesis in 3T3-L1 Adipocytes via PPARy and CTRP3,”
Biol Trace Elem Res, 2022, in press.

[20]  H. Aebi, “Catalase Invitro. In: Methods of Enzymatic Analysis,” Ed: Bergmeyer HU, FL, 2nd
ed, pp. 121- 126, 1974.

[21] K. Walter and C. Schutt, “Acid and alkaline phosphatase in serum,” Methods of Enzymatic
Analysis, vol. 2, pp. 856-860, 1974.

[22]  A. Ledwozyw, D. Michalak, A. Stepien and A. Kadziolka, “The relationship between plasma
triglycerides, cholesterol, total lipids and lipid peroxidation products during human atherosclerosis,”
Clin Chim Acta, vol. 155, no. 3, pp. 275-283, 1986.

[23] E. Beutler, “Glutathione in red cell metabolism: a manual of biochemical methods”, 2nd ed.,
Grune and Stratton, NY, pp. 112-114, 1975.

[24] Z. Selamoglu, “Polyphenolic Compounds in Human Health with Pharmacological Properties”,
Journal of Traditional Medicine Clinical Naturopathy, vol. 6, no. 4, pp.137, 2017.

[25]  Z. Selamoglu, “Biotechnological Approaches on Anticancer Activity of Flavonoids”, Modern
Approaches in Drug Designing, vol. 1, no. 2, pp. 510, 2017.

[26] G. Topgu, M. Ay, A. Bilici, C. Sarikiirk¢ii, M. Oztiirk and A. Ulubelen, “A new flavone from
antioxidant extracts of Pistacia terebinthus,” Food Chemistry, vol. 103, no. 3, pp. 816-822, 2006.

[27] M.Z. Durak ve G. Ugak, “Solvent optimization and characterization of fatty acid profile and
antimicrobial and antioxidant activities of Turkish Pistacia terebinthus L. Extracts,” Turkish Journal of
Agriculture and Forestry, vol. 39, no. 1, pp. 10-19, 2015.

[28] H. Zhang, H.J. Forman ve J. Choi, “y-Glutamyl transpeptidase in glutathione biosynthesis,”
Methods in Enzymology, vol. 401, pp. 468-483, 2005.

[29] S. Geziciand N. Sekeroglu, “Current perspectives in the application of medicinal plants against
cancer: novel therapeutic agents,” Anticancer Agents in Medicinal Chemistry, vol. 19, no. 1, pp. 101-
111, 20109.

[30] C.Ding, W. Zhang, J. Li, J. Lei and J. Yu, “Cytotoxic constituents of ethyl acetate fraction from
Dianthus superbus,” Natural Product Research, vol. 27, no. 18, pp. 1691-1694, 2013.

1528



