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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the cytotoxic effects, which have an important place ,in terms of public
health as using herbal food supplement, of ginger, turmeric and clove seeds over healthy cells. In this study,
designed as an in vitro cell culture study, fibroblast cells were used to investigate the effect of plant extracts on
healthy cells. MTT cell viability test was used to determine cytotoxicity. The MTT test was performed according
to ISO 10993-5 standards and when the cell viability was calculated to be below 70% in the MTT method, the
sample was considered potential cytotoxic. When the viability values calculated according to the absorbance
values obtained from MTT test are examined; It was calculated that ginger and turmeric extracts were not
cytotoxic at any concentration, including the highest concentrations. On the other hand, it was calculated that 1: 2
concentration of clove extract was cytotoxic and the viability was 26.7%. As a result of this study, it has been
found that clove use is remarkable in terms of plant nutritional supplements with its current use in terms of
cytotoxic effect compared to turmeric and ginger.
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Ginliik Yasamda Gida Takviyesi Olarak Kullanilan Zencefil, Zerdegal ve Karanfilin Sitotoksik
Etkilerinin Aragtirilmasi

(074

Bu calismanin amaci, giinlik yasamda gida takviyesi olarak kullanilan ve halk sagligi acisindan 6nemli bir yeri olan
zencefil, zerdecal ve karanfil tohumlarinin saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik etkilerini arastirmaktir. In vitro
hiicre kaltirt calismast olarak tasarlanan bu calismada, bitki 6zlerinin saghkli hiicreler Uzerindeki etkisini
arastirmak icin fibroblast hiicreleri kullanulmugtir. Sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT hiicre canliligt testi
kullandmustir. MTT testi ISO 10993-5 standartlarina gére yapildi ve MTT yonteminde hiicre canliigi % 70'in
altinda oldugu hesaplandiginda, numunenin sitotoksik potansiyelde oldugu kabul edilmistir. MTT testinden elde
edilen absorbans degerlerine gore hesaplanan canhilik degerleri incelendiginde; Zencefil ve zerdegal ekstrelerinin,
en yiksek konsantrasyonlar dahil olmak tizere herhangi bir konsantrasyonda sitotoksik olmadigt hesaplanmistir.
Ote yandan, 1:2 oraninda karanfil ekstresi konsantrasyonunun sitotoksik ve canliigin % 26.7 oldugu
hesaplanmustir. Bu calisma sonucunda, 6zellikle karanfil kullaniminin zerdecal ve zencefil ile karsilastirildiginda
sitotoksik etkiye sahip olmasi bakimindan mevcut kullanimiyla, bitkisel gida takviyeleri acisindan dikkate deger
oldugu tespit edilmistir.
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GIRIS

Halk sagligt acisindan dengeli beslenme son detrece
onemlidir. Besin tiketiminde besinlerin bilesimi
hakkinda guvenilir veri gerektirir. Bu veriler ayni
zamanda, farklt besinler icin gida kaynaklari hakkinda
gerekli bilgileri iceren saglikli beslenme icin gidaya
dayali beslenme kilavuzlarinin  da  temelleridir
(Elmadfa ve Meyer 2010). Zerdecal (Curcuma longa
Linn. Syn C. domestica Valeton), Hindistan'da yaygin
olarak kullanilan gida koruyucu, renklendirici ve
baharat olarak kullanilan bir bitkidir (Aggarwal ve ark.
2007, Chattopadhyay ve ark. 2004). Bununla birlikte
geleneksel tip icerisinde de birgok tibbi tedavi edici
Ozellik  bu  baharata  baglanir  (Balaji, 2010,
Chattopadhyay ve ark. 2004). Curcumin’in genel tibbi
Ozelligi; antioksidan, antienflamatuar, antiviral ve
antifungal etkilere sahip olmasina baglanmaktadir
(Akram ve ark. 2010).

Zencefil’de gelencksel tip icerisinde ve gida takviyesi
olarak kullanilan bir diger bitki olup (Zingiber officinale
Rose)), Zingiberaceae ailesine aittir. Bu bitkinin Gtiney-
Dogu Asya'da ilk olarak kullanildifi, daha sonralari
baharat olarak bir¢ok ilkede yemege lezzet katmak
icin yaygin bicimde kullanildigi ifade edilmektedir
(Park ve Pizzuto 2002). 45'den fazla cins ve 800 alt
tire sahip (Haniadka ve ark. 2013) ortalama 30 ila 90
cm yiksekliginde yetisen dik, ¢cok yillik bir bitkidir;
Sarimsi, mor dudakli ciceklerden olusan nadiren cicek
acan yesilimsi sart sacaklara sahiptir (Tyler ve Foster
1993). Hindistan'da ve taze ve kurutulmus koklerin
farkli ubbi Urtnler olarak kullanildigi gibi, Cin'de de
kullanimit yaygindir. Bunun yant sira, zencefil rizomu
da  geleneksel bitkisel ilaglarda  kullandmistir.
Zencefilin saghgt tesvik eden bakis acisi, zengin
fitokimyasina atfedilmektedir (Shukla ve Singh 2009).
Jolad ve ark. (2004) taze zencefili iki genis kategori,
yani ugucu ve ugucu olmayan kategoriler halinde
gruplandirilmis. Ucucu maddeler, zencefilin farklt
aromasint  ve tadini  saglayan  seskiterpen ve
monoterpenoid hidrokarbonlari icermektedir. Aksine,
ucucu olmayan keskin bilesikler arasinda gingeroller,
shogaoller, paradoller ve zingerone bulunmaktadir.
Laboratuvar hayvanlarinda, zencefil gastrointestinal
sistemin hareketliligini arttirmakta ve analjezik,
yatistiric, antipiretik ve antibakteriyel 6zelliklere sahip
oldugu ifade edilmektedir. Ayrica zencefil yaginin
farelerde cilt kanserini Onledigi  kanitlanmistir.
Michigan Universitesi'nde yapilan bir arastirma,
gingerollerin ~ yumurtalik  kanseri  htcrelerini
oldurebildigini gdstermistir (Ahmed ve ark. 2011).

Diger bitkisel gida takviyesi olan karanfil (Dianthus
caryophlius)’de son derece yaygin kullanilmaktadir. Bu
bitkinin temel Ozelliklerine bakildiginda; yavas bir
oranda 0,5 m ile 1 m'ye kadar biyiyen ¢ok yillik bir
bitkidir. Temmuz-Agustos aylar arasinda
cigeklenmekte ve tohumlar Agustos-Eylil aylarinda
olgunlasmaktadir. Ttrleri hermafrodittir ve Lepidoptera

denilen giiveler ve kelebekler tarafindan tozlastirilir.
Bitki kendi kendine verim verme &zelligindedir. Bu
sebeple yaban hayatina uyum saglayabilen nadir
bitkilerdendir. Uyumlu oldugu toprak yapist hafif
(kumlu), orta (loamy) ve agir (kil) topraklar ve iyi
drene topraklardir. Golgede biyliyemezler ve kuru
veya nemli topragl tercih eder. Bitki atmosferik
kirlenmeyi tolere edebilir (Fern 1997, Polunin ve ark.
1965, Zhu ve ark. 1998).

Karanfil bitkisi, geleneksel tipta kullanilan bitkilerden
biri olan Caryophyllaceae familyasina aittir. Karanfil
agact Endonezya ve Pasifik adalarina zgidir. Ayrica
giizelligi sebebiyle diinya capinda sts agact olarak
yetistirilmektedir (Mohammed ve Al-Bayati 2009).
Yapilan caligmalarda; antikanser, antiviral,
antibakteriyal, ~ antioksidan  ve  renoprotektif
etkilerinden bahsedilmistir (Al-Snafi 2017). Dunyada
¢cok sayida hasta saglik amach sifali bitkiler
kullanmaktadir. Bu nedenle, terapotik potansiyelleri,
biyolojik ~ 6zellikleri ve gtivenilirliklerinin  bilimsel
incelemesi, dogru kullanimlart hakkinda calismalar
halen stirmektedir (Gopal ve ark. 2019). Bu sebeple,
gunlik yasamda gida takviyesi olarak kullanilan ve
halk sagligi acgisindan 6nemli bir yeri olan zencefil,
zerdegal ve karanfil tohumlarinin saghkli hiicreler

Uzerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir.
MATERYAL ve METOD

DMEM Medium (Biological Industries, ABD),
Trypsin EDTA Solution ¢ (Biological Industries,
ABD), Foetal Bovine Serum (Biological Industries,
ABD), Pen-Strep Solution (Biological Industries,
ABD), fosfat tamponlu tuz c¢6zeltisi (PBS),
sitotoksisite testleri icin; MTT, htcre kultird
calismalart icin biyolojik glivenlik kabini (Esco, Class
II BSC), CO2li inktbatér (Binder, ABD), santrifiyj
(Hettich, Rotina 380R, Almanya), tekrarlayici pipet
(Gilson, Repetman, ABD), ¢ok kanalli pipet (Gilson,
PipetmanUltra, ABD), sitotoksisite caligmalart igin;
mikroplaka okuyucu (Biotek, PowerWave XS82,
ABD). Hicre kiltira calismalarinin tamami, kaltir
kaplari ve c¢oklu kuyucuklu plakalarda (Corning,
ABD) gerceklestirilmistir.

Aktardan temin edilen Zencefil, Zerdecal ve Karanfil,
TS EN ISO 10993- 12 standardinda belirtildigi sekilde
numunelerden 0,2 g/ml olacak sekilde tartilarak 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen ekstraktlar
in vitro testlerde kullanilmistir.

MTT: Sitotoksisiteyi belitlemek icin TS EN ISO
10993-5 standartlarina uygun sekilde MTT testi
yapildt. Bu test hiicre proliferasyonunun Ol¢tilmesi
igin 3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyum
tuzuw'nun  kullanildigt hassas bir metod olup eger
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canlilik %70’in altinda hesaplanirsa numune sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Kirikkale  Universitesi  Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirmalar  Uygulama ve Arastirma Merkezi
Biyouyumluluk Laboratuvart hiicre kitiiphanesinde
kriyotiipler  kullanidarak -80°C  de dondurularak
saklanan 1.929 (Fare adipoz saglikhi fiboblast hiicre
hatt) hicreleri, dondurucudan alinarak ¢6zilmesi
saglanmus olup DMEM igerisinde %89 DMEM, %10
FBS ve % 1 penisilin streptomisin olacak sekilde
besiyeti hazirlanmistit. Cozulme islemi
gerceklestirilirken  htcreler falkon tip igerisine
alindiktan sonra 4 ml hazirlanmis olan besiyerinden
eklenmistir. Bu islemden sonra hiicrelerin bulundugu
falkon tiip 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiyj isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan
stipernatant atilmis ve pellet besiyeri ile siispanse
edilerek flaska aktarilmistir. 37°C’de % 5 COs iceren
inkiibatore alinan flasklar 24 saatte bir kontaminasyon
ve hicre c¢ogalmalarinin incelenmesi igin kontrol
edilmistir.  Hucreler flask  ylzeyini tamamen
kapladiginda kdltiirler tripsin - enzimi yardimi ile
kaldirilmis ve pasajlanarak yeni flasklara aktarilmistir.
Flasklara —aktarlarak c¢ogaltlan 1.929  hiicreleri
yuzeyleri kaplama oranlarina bakiarak hiicrelerin
yuzeyden ayrilma islemi gerceklestirilmistir. Takiben
hicreleri flasktan kaldirmak icin icindeki vasati atip 2
ml PBS (1X) ile yikanarak ardindan 2 ml Tripsin-
EDTA  cklenip 4 dakika boyunca etiivde
bekletilmigtir. ~ Inkiibasyon  isleminden  sonra

htcrelerin ylzeyden ayrilmalart mikroskop yardimu ile
kontrol edildikten sonra taze besiyeri eklenerek
hticreler falkon tipe aktarilmistir. Aktarma isleminden
sonra falkon tipler 2000 rpm ve 2 dakika santrif(j
edilmistir.  Yapilan santriflij isleminin ardindan
sipernatant kismi atilarak falkon tiiptin en alt
929kisminda kalan pellet Iml taze besiyeri ile
stspanse edilmistir. Bu islemin ardindan hticre sayimt
hticrelerin tripan blue ile boyandiktan sonra kuyucuk
basina 10x10* hticre disiicek sekilde 96 kuyucuklu
plakalara (well plate) ekilmistir. 37°C’de %5 CO2’li
inktbatorde 24 saat inkiibe edilen hiicreler 24 saatlik
inktibasyonun ardindan triinler 6 farkli konsantrasyon
ve 4 tekrar olarak uygulandi. 24 saat inkiibasyonun
ardindan platelerdeki vasat atilmis ve her kuyucuga
aynt gun hazirlanan (Img/ml MTT) 50 ul MTT
solisyonundan eklenerek ve 2 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT soliisyonu atilip
kuyucuklara 100 ul izopropanol eklenmis ve ELISA
okuyucuda 570 nm’de okutulmustur.

BULGULAR

MTT testi sonucunda c¢ikan absorbans degerlerine
gbre hesaplanan % canliik degerleri incelendiginde;
zencefil ve zerdegal ekstraktlarinin  en  yiksek
konsantrasyonlart ~ da  dahil  herhangi  bir
konsantrasyonda toksik olmadigi, karanfil ekstraktinin
1:2 konsantrasyonun toksik etkiye ve %206,7 canliliga
sahip oldugu hesaplanmistir (Tablo 1,2,3).

Tablo 1. Zencefil ekstraktinin uygulandigt 1.929 fibroblast hiicrelerindeki % canlilik degerleri
Table 1. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with ginger extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 71,8+3,72

1:4 89,6%4,6

1:8 94,9157

1:16 96,8+2,9

1:32 102,5%2,5

1:.64 105,6£5,4

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-% 20 DMSO 18,9124
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Tablo 2. Zerdecal ekstraktinin uygulandigt 1.929 fibroblast hiicrelerindeki %ocanlilik degerleri
Table 2. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with curcuma extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 75,5£3,01

1.4 86,91,6,7

1:8 95,2£3,69

1:16 95,5£3,01

1:32 96,8%5,17

1:.64 98,07£5,28

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-% 20 DMSO 18,9424

Tablo 3. Karanfil ekstraktinin uygulandigi 1.929 fibroblast hicrelerindeki % canlilik degerleri
Table 3. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with Clove extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 26,759

1:4 90,7142

1:8 93,4+1,7

1:16 99,0135

1:32 109,9+4,5

1:64 109,329

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-%20 DMSO  189+24

TARTISMA

Yapilan bu ¢alisma ile zerdegal, zencefil ve karanfil’in
her birinin insan fibroblast hiicrelerine olan etkilerini
belirleyerek toplum saglg: tizerine etkilerinin neler
olabilecegini degerlendirilmistir. In vitro
calismalardaki temel prensip; organizma hicrelerinin,
laboratuvar kosullarinda spesifik bicimde tasarlanan
kaplarda uygun nem, 1st ve besin kaynagl ortam
kosullarinin hazirlanarak kontaminasyondan
korunmus bir sekilde canlihiginin stirdirilmesi olup
insan hiicrelerini de igerebilen herhangi bir canlt
hticresinin suni ortamda yasatilabilmesi, tercih edilen
bir doku ya da organdan alinan hicrelerin
kullanilabilmesi bir ¢ok etik kaygtyr geride biraktigt
icin hiicre kultird c¢aligmalarinin tercih sebepleri
arasinda yer almasini saglamistir (Tokur ve Aksoy
2017, Zucco ve ark. 1998). Hiicre kiltirinin en stk
kullanildigy bilimsel sahalar agi, kanser arastirmalari,
ilac calismalari ve ek olarak in vitro sitotoksisite
calismalaridir  (Gilbert ve Boutros 2016). Diger
yandan sitotoksite terimi, hiicre dlimiinii tanimlayan
bir kelime olup, sitotoksisite calismalari, arastirilan
maddenin sitotoksik potansiyelini ortaya koyabilmek
icin yapilmaktadir. Hiucre kaynakli sitotoksisite
calismalari, hem uygulama kolayligi, hem de in vivo

calismalardan elde edilen bilgi birikimiyle uyum
gostermesi  sebebiyle, hayvan deneylerine alternatif
olarak da 6zellikle toksikoloji laboratuvarlarinda sikca
kullanilir diizeye ulasmistir (Riss ve Moravec 2004).

Bu calismada sitotoksititesinin incelenmesi amaglanan
¢ bitkiden ilki olan; Caryophyllaceae titleri Gzerindeki
onemli bir calismada dort farklt Caryophyllaceae tirt
ekstraktinin sitotoksik etkilerini makrofaj hticre hatlar
uzerinde incelemis ve bu calismada, ilk defa S.
officinalis, G. trichotoma ve D. sylyestris gibi Caryophyllaceae
tirlerinden  elde edilen  ekstraktlarin  memeli
monositleri/makrofajlart hiicre ¢izgilerinin canliligin
etkiledigini ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozisi
indukledigini gOstermislerdir (Gevrenova ve ark.
2014). Potansiyel bilesiklerin veya bitki kékenli
ekstrakte preparasyonunun antikanser aktiviteleri icin
taranmast i¢in farklt u¢ noktalara sahip farkl in vitro
sitotoksisite  analizleri kullanilmistir. En  yaygin
kullanilan analizler, MTT, kalsein-AM ve Hoecst
33342 analizlerini iceren boya lekelerinin kullanimini
icerir. Bu boyalar, mitokondri fonksiyonunun (MTT),
esteraz  aktivitesinin  (calceinAM) ve DNA
baglanmasinin  (Hoechst 33342) dolayli olarak
Olclilmesini saglayan, devam eden hiticresel strecleri
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ortaya  ¢tkarmalarini  saglayan  bazi  gOsterge
Ozelliklerine sahiptir (Plengsuriyakarn ve ark. 2012).

Yine farkli tibbi arastirmalarda adindan séz edilen
zencefilinde sitotoksititesi son derece 6nemlidir.
Plengsuriyakarn ve ark. (2012)'nin yaptiklart calismada
zencefil  ekstraktinin  normal  hucrelere  olan
sitotoksititesinin kolanjioselliler kanser hiicrelerine
gore 3.5 kat daha az oldugunu bildirmislerdi.

Mahavorasirikul ve ark. (2010)’da zencefilin ham
etanolik zerresi 6zunun, 34.26 ug / ml IC50 ile insan
kolanjioselltler kanser hiicrelerine (CCA), CL-6 hiicre
hattina gére 3.5 kat karst sitotoksik aktivite sergiledigi
MTT tahlili ile gostermislerdir (Mahavorasirikul ve
ark. 2010). Bu calismada da zencefil ekstraktt ayni
yontemle Ol¢tldiginde 1:2  olan en  yiksek
konsantrasyonda dahi 1.929 fibroblast hiicrelerinin %
71,8£3,72 ile hala canliliklarini koruduklart tespit
edildi. Bu sonucun Mahavorasirikul ve ark. (2010)'nin
yaptigl calismadaki normal hiicre hattinda sitotoksik
etkisinin kanser hiicrelerine gbre 3.5 kat daha az
bulunmasi neticesiyle kiyaslandiginda  zencefilin
normal metabolik hicrelerde daha az toksik
olabilecegi 6ngdrulmistiir.

Yapilan bir calismada kurkumin ve analoglarinin
bir¢ok kanser tiiriinde etkili oldugu ifade edilmis olup
kurkuminin birden fazla hiicresel sinyal yolagini
uyarabildigi ve ayrica bir¢ok sayida molekiiler yapiyla
etkilestigi konusunda goriis bildirilmistir (Toptas ve
Alagéz 2016). Normal hiicre tzerine toksik etki
gOstermemesi Uzerine mevcut ¢alismadan elde edilen
veriler Toptas ve Alagéz (2016)'in sonuglariyla
benzerlik géstermektedir. Ayrica Toptas ve Alagéz
(2016)"in ¢alismalarinda anti-neoplastik aktivitesinin
yitksek olmasi, diisitk molekil agirligina sahip olmast,
bu molekili; potansiyel kemoterap6tik bilesiklerin
gelistirilmesinde ideal 6ncti molekil haline getirdigi
ifade edilmektedir. Fakat biyoyararlanimmn dustik
olmasindan dolayt analoglarinin  olusturulmasinin
gerektigi  de  vurgulanmustir.  Ancak  dustk
biyoyararlanima sahip olmasindan dolay: analoglarinin
sentezlenmesi de vurgulanmaktadir.

Gevrenova ve ark. (2014) ise, Caryophyllaceae (karanfil)
tiriinin ekstraktlarinin makrofaj hiicre hatlart tizerine
sitotoksik etkileri tzerine etkilerini arastirdiklart bir
calismada; tahlil edilen titlerden elde edilen ham
ekstreler, makrofaj hiicre hatlarina dogru sitotoksik
etkiler ortaya ¢ikarmustir. Gypsophila tiirlerinde,
gypsogenin 3-0-glukuronid tiirevleri, gézlemlenen
sitotoksisiteden sorumlu olabilecegini ve bu nedenle,
Caryophyllaceaenin ham 6zu, kanser hiicrelerine karg
ajanlarin potansiyel gelisimi icin arastirmaya deger
oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan c¢alismada da
Caryophyllaceac'in de kanser arastirmalarinda anlamb
sonuglar  verebilecegini  dustindirmekle  beraber
zencefil ve zerdecalin aksine Gevrenova ve ark.

(2014)'nin da belirttigi sekilde sitotoksik etkilerinin
olabilecegi de tespit edilmistir.

SONUC

Zencefil ve zerdecal'n sitotoksik etkisinin 6zellikle
normal hicreler icin OSnemsenmeyecek diizeyde
oldugu tespit edilmis olmakla beraber karanfil
bitkisisin de bu ifadenin gegerli olmadigi goérilmistiir.
Bu nedenle glnliik hayatimizda siklikla kullanilan bu
baharatlara yonelik ¢alismalarin in vitro denemelerine
ek olarak in vivo denemeletle desteklenmesi sonucuna
varilmigtir.
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