Diizce Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi, 8 (2020) 81-93

DUZCE

UNIVERSITES! Dﬁzce UniverSiteSi

BILIM ve TEKNOLOJi
DERGISI
w

Bilim ve Teknoloji Dergisi

Arastirma Makalesi

Tiirkiye'de Yetisen U¢ Ahlat Tiiriiniin Arbutin i¢eriginin
Degerlendirilmesi

Rukiye KAYHAN? ") Safiye E. KORCANP "= Tbrahim BULDUK®"
Mustafa KARGIOGLU® " Emrah SELLI®

& Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Fen Bilimleri Enstitiisii, Usak Universitesi, Usak, Tt tirkiye
b Saglik Hizmetleri MYO, Usak Universitesi, Usak, Tt tirkiye
& Saglk Yiiksekokulu, Usak Universitesi, Usak, Tt tirkiye
d Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Afyon Kocatepe Universitesi, Afyonkarahisar,
Tiirkiye
¢ Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Usak Universitesi, Usak, Ti tirkiye
* Sorumlu yazarin e-posta adresi:ibrahim.bulduk@usak.edu.tr
DOI : 10.29130/dubited.556150

OzET

Armut (Pyrus spp.) Diinya ¢apinda en 6nemli meyvelerden biridir. Pyrus cinsi, Rosaceae ailesinin Pomoideae alt
ailesine aittir. Pyrus tiirlerinin farkli organlari farkli oranlarda arbutin igerir. Arbutin birgok tibbi bitkide bulunan
ve dogal olarak olusan glikozittir. Arbutin, Lamiaceae, Ericaceae, Saxifragaceae ve Rosaceae gibi farkli
familyalardan gelen farkli bitki tiirlerinde bulunur. Tirosinazi 6nleme kabiliyetinden dolay1 beyazlatici bir madde
olarak kullanilir. Bu ¢aligmanin amaci, Afyonkarahisar ilinde yetisen Pyrus Species (PEL (PEL), PAM (PAM)
ve PAN (PAN)) 'nin arbutin igerigini tespit etmektir. Ornekler oda sicakliginda onbes giin boyunca kurutuldu.
Tim yabani pyrus tiirlerinin arbutin icerikleri, ters faz HPLC ile belirlendi. UV dedektorii ile donatilmis bir
Agilent 1260 HPLC sistemi iizerinde miktar tayini yapilmistir. Bir C18 (5 um, 250 mm x 4.6 mm) analitik kolon
kullanildi. Mobil faz% 93 deiyonize su ve% 7 metanoldii. izokratik eliisyon, 1 mL / dak akis hizinda kullanilds.
Kolon sicakligi 25 © C'de tutuldu ve tespit dalga boyu arbutin igin 280 nm'de ayarlandi. Analitik yontem, ICH
Q7A Kilavuzuna gore dogrulandi. Caligmamizin sonuglari {i¢ pyrus tiiriiniin de arbutin i¢erdigini gdstermistir.
Yapraklarin arbutin igerigi, {i¢ yabani armutun meyvelerinden daha yiiksektir. Her ¢ tiiriin de yapraklarinda
yiiksek oranda arbutin igerigi bulunmustur. PAN, diger tiirlerden daha yiiksek oranda arbutin oranina sahiptir
(Yaprak: 21,23 mg / g. Dal: 8,92 mg / g. Meyve: 0,81 mg / g).

Anahtar Kelimeler: Yabani ahlat tiirleri, Arbutin, Hplc

Evaluation of Arbutin Content of Three Wild Pear Species Growing in
Turkey

ABSTRACT
Pear (Pyrus spp.) is one kind of the most important worldwide fruit. The genus Pyrus belongs to the subfamily
Pomoideae of family Rosaceae. Different organs of the Pyrus species contain arbutin in different proportions.
Arbutin is a naturally occurring glycoside found in many medicinal plants. Arbutin is found in different plant
species from different families such as Lamiaceae, Ericaceae, Saxifragaceae and Rosaceae. Due to its ability to
inhibit tyrosinase, it is used as a whitening agent. The aim of this study was to determine arbutin content of
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Pyrus Species (PEL(PEL), PAM(PAM) and PAN(PAN)) growing in Afyonkarahisar province of Turkey.
Samples were dried at room temperature for fifteen days. Arbutin contents of all wild pyrus species were
determined by reversed phase HPLC. Quantification was performed on an Agilent 1260 HPLC system equipped
with a UV detector. A C18 (5 pm, 250 mm x 4.6 mm) analytical column was used. Mobile phase was 93%
deionized water and 7% methanol. Isocratic elution was used at a flow rate of 1 mL / min. The column
temperature was maintained at 25 0C and the detection wavelength was set at 280 nm for arbutin. The analytical
method was validated according to ICH Q7A Guideline. The results of our study showed that all three pyrus
species contain arbutin. The arbutin content in the leaves is higher than the fruits of all three wild pears. A high
proportion of arbutin content was found in the leaves of all three types. PAN has a higher proportion of arbutin
than the other species (Leaf: 21,23 mg / g. Brunch: 8,92 mg / g. Fruit: 0,81 mg / g).

Keywords: Pyrus spp, Arbutin, Hplc

l. Giris

Giilgiller familyas1 ot, ¢ali ve aga¢ formunda, yapraklar basit ya da birlesik, kenarlar siklikla disli
olan, govdede alternat baglanmis ve genellikle stipullu bitkilerdir. Giilgiller; Tiirkiye’ de 36 cins ve bu
cinslere bagli 400 tiir ve tiir alt1 taksonla, [1] diinyada ise 91 cins ve bu cinslere bagli 4828 tiirle temsil
edilen bir ¢igekli bitki familyasidir. En zengin cinsler arasinda Alchemilla (270), Sorbus (260),
Crataegus (260), Cotoneaster (260), Rubus (250), ve Prunus (yaklasik 200 tiir) sayilabilir.

Rosaceae familyasindaki Pyrus tiirleri (Armut) ¢ogunlukla taze meyve olarak tiiketilir. Armut
tirlerinin ¢esitli fizyolojik etkileri vardir. Bu tiirler arbutin, fenolikler ve flavonoidler gibi gesitli
faydal bilesikler icerir. Bu nedenle, armutlar dogal antioksidanlarin potansiyel kaynaklar1 olarak son
zamanlarda daha fazla dikkat ¢ekmektedirler [2].

Pyrus tiirleri ayrica endiistride kozmetik {iriinlerde yaygin olarak kullanilan ve beyazlatma ajani olarak
bilinen arbutin (4-hidroksifenil B-D-glikopiranosid) bakimindan da zengindir [3]. Arbutin pek ¢ok
bitkide dogal olarak bulunan hidrokinun glikozitidir. Farkli pyrus tiirlerinin kimyasal igerikleri {izerine
pek ¢ok caligsma bildirilmistir [4]. Anti oksidatif [5; 6] ve anti-mikrobiyal etkiler gosterir [7].

Badem yapragi armut olarak bilinen PAM, Akdeniz, Giiney Avrupa ve Bati Asya'ya 6zgii [8] iken,
PAN ise Tiirkiye'ye endemiktir [9]. PEL da rosaceae familyasimin bir {iyesidir. Her {i¢ yabani armut
tiirleri Tiirkiye'de dogal olarak yetismektedir. Bunlar genellikle Ahlat olarak bilinirler [10]. Ug farkli
pyrus tiiri ve arbutinin molekiil yapis1 Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. (@) PAN, (b) PAM, (c) PEL ,(d) Arbutin
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Sekil 1. (devam). (a) PAN, (b) PAM, (c) PEL, (d) Arbutin

Arbutin inhibe edici etksi nedeniyle kozmetiklerde cilt beyazlatma ajani olarak kullaniminin yanisira,
iiriner enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin bir antiseptik olarak kullamilir [11, 12]. Bakterisidal aktivitesi
muhtemelen B -glukozidazin etkisiyle arbutinden salinan hidrokinon tarafindan saglanir [13, 14].
Yutulduktan sonra, arbutin gastrointestinal sistemden emilir ve aglikon hidrokinonu olusturmak igin
bagirsak floras1 ile hidrolize edilir [12, 13, 15]. Patojenik mikroorganizmalarla savasmak igin
kullanilan bitkisel preparatlarda, hidrokinon, etki bolgesinde (idrar yolu) aktif bir madde olarak kabul
edilir ve terapotik aktivite icin ¢ok onemlidir. Hidrokinon hepatotoksik, nefrotoksik ve genotoksik
potansiyele sahip gibi goriindiigii i¢in ve sadece arbutin olarak glikolize edilmis formda degil, ayni
zamanda bir¢ok bitki ailesinin yapraklarinda serbest formda tespit edilmistir [16], insan idrar
enfeksiyonlarinin tedavisinde uygulanmasi, hem hidrokinonun hem de glikozit tiirevi arbutininin diyet
aliminin izlenmesi gibi gida giivenligi sistemleri ile kontrol edilmelidir.

Farkl1 bitkilerin yapraklarinda arbutin ve hidrokinonun miktarinin belirlenmesi i¢in pek ¢cok yontem
DAD Dedektorlii Hplec [17-19], UV dedektorlic hple [20, 21], kiitle spektrometrisi [22], gaz
kromatografisi [23], niikleer manyetik rezonans spektrometrisi [24] ve dansitometri [25] bildirilmistir.
Bu ¢alismanin amaci, ti¢ farkli Pyrus tiirliniin yaprak, dal ve meyvelerindeki arbutin igeigini
belirlemektir.

I1l. MATERYAL VE METOD

A. MATERYAL I

A. 1. Bitki Materyali |

Calismada kullanilan bitki materyali 2018 yilimin eyliil ayinda Ege Bolgesinden toplanmistir. Bitkiler
Mustafa Kargioglu tarafindan toplandi ve teshis edildi. Bitki 6rnekleri Afyon Kocatepe
Universitesi'ndeki Herbaryum Deposunda saklandi. Bu bitkilerin yapraklari, dallari ve meyveleri agik
havada oda sicakliginda on bes giin siireyle kurutuldu. Bitki Orneklerinin dallari, meyveleri ve
yapraklari analiz i¢in 80 mesh partikiil boyutuna 6giitiildii.

A. 2. Kimyasallar |

Tiim ¢alismada kullanilan kimyasallar ve ¢oziicliler analitik safliktaydi. Kromatografik amaglar icin
kullanilan tiim kimyasallar HPLC safligiydi. Tiim ¢6ziiciiler, 0.45 um'lik bir filtre (Millipore, Bedford,
MA, ABD) kullanilarak siiziildii. Arbutin standardi Sigma Chemical Co.'dan satin alind1.
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B. METOD II

B. 1. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Il

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Bandelin Sonorex marka ultrasonik banyo ile 50 kHz frekansta
yapildi. 1 g. kurutulmus ve 6giitiilmiis numuneler tartildi ve her bir bitki numunesi 30 ml (0.1 M. HCI)
cozeltisi ile ayr1 ayr1 30 dakika boyunca ekstrakte edildi. Ekstraksiyondan sonra, karisim beyaz bant
filtre kagidi (Whatman) ile filtre edildi ve ekstre analize kadar +4 ° C buzdolabinda saklandi. Arbutin
miktarlar1 bu bitki ekstraktlar1 kullanilarak belirlendi.

B. 2. Arbutin I¢eriginin HPLC ile Belirlenmesi |1

Ekstraktlarin arbutin icerikleri HPLC ile belirlendi. Arbutin'in analizi i¢in analitik kosullar Tablo 1'de
verilmistir. Miktar belirleme UV detektor ile donatilmis Agilent marka 1260 model HPLC sistemi ile
gerceklestirilmistir. Ayirma Agilent marka C18 (5 um, 250 mm x 4.6 mm) kolon ile gerceklestirildi.
Mobil faz % 93 deiyonize su ve % 7 metanol karisimiydi. izokratik eliisyon, 1 mL / dk akis hizinda
kullanild1. Kolon sicaklig1 25 © C'de sabit tutuldu ve dedeksiyon dalga boyu arbutin i¢in 280 nm'ye
ayarlandi. Mobil faz kullanilmadan once 0.45 pm'lik bir filtreden filtre edildi ve gazi giderildi.
Numune enjeksiyon hacmi 10 pL idi.

Tablo 1. Analytical conditions of HPLC for analysis of Arbutin

Parametre Kosullar

Kolon Agilent marka-C18 (C18, 4.6 mm x 250 mm, 5 um)
Akis Hizi 1 mL/dk.

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

UV Dedeksiyon 280 nm

Analiz Siiresi 10 dk.

B. 3. Analitik Yontemin Validasyonu 11

Analitik metot, ICH klavuzu ve diger kilavuzlarin 6nerileri dikkate almarak ICH kurallarina uygun
olarak dogrusallik, hassasiyet, dogruluk ve stabilite agisindan dogrulanmistir. Analitik yontemin
validasyonu sirasinda farkli parametrelerin test edilmesinden elde edilen sonuglar Tablo 2'de
verilmistir.

B. 3. 1. Standart Cozelti ve Kalibrasyon Egrileri 11

Arbutinin deiyonize su igerisinde ¢oziilerek 1000 mg / L. nihai konsantrasyonda standart stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kalibrasyondan once stok ¢ozeltiden su ile seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda
(100, 200, 300, 400 ve 500 mg / L.) konsantrasyon araliginda arbutin ¢6zeltisi hazirlandi. Arbutin i¢in
dogrusallik, pik alanin konsantrasyona karsi dogrusal regresyonu kullanilarak ¢izildi. Dogrusallig
degerlendirmek i¢in korelasyon katsayisi (R2) kullanildi. Test edilen bilesik i¢in saptama limitleri
(LOD) ve miktar limitleri (LOQ), sinyal / giiriiltii (S / N) oran1 (Tablo 1) de verilmistir.
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B. 4. Hiicre Kiiltiirii 11

B. 4. 1. Ekstraksiyon Il

Kurutularak toz haline getirilen PAN yapragi ve PAM yapragindan 1 gr tartilarak iizerine 10 ml
metanol ilave edildi. Bu karisim bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Filtrenen bitki
orneklerine 5 ml daha metanol eklendi. Birlestirilmis bu ekstarkt 6 ml nihai hacme kurutuldu. PEL
yapraklari yeterli ekstraksiyon olmadigi i¢in kullanilamadi.

B. 4. 2. Sitotoksisite Analizi Il

Pyrus sp. Yaprak ekstarktlarinin meme kanseri hiicresi proliferasyonuna olan etkilerini gézlemlemek
amaciyla MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicreleri epitelyal ve
Ostrojen reseptdr pozitifdir. MCF-7 hiicre serisi Celal Bayar Universitesi histoloji ve embriyoloji
béliimiinden temin edildi. Calisma Usak Universitesi Bilimsel Analiz ve Teknolojik Uygulama ve
Arastirma Merkezi hiicre kiiltliri labaratuvarinda yapildi. MCF-7 hiicreleri nemlendirilmis, %5 CO-
iceren ve 37°C’lik atmosferde, %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI — 1640 besi
yerinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi %80-90 konfliient olduktan sonara, Flask
icerisinde bulunan ortam kontaminasyon yaratmayacak bir sekilde uzaklastirildi. Hiicreler once
serumdan arindirilmak i¢in 8 ml PBS ile yikandi. PBS aspire edildikten sonra onceden 37 °C’de
1sitilmig olan tripsinden 2,5 mL eklendi. Tripsin eklenmesinden sonra flask 4 dakika inkiibatorde
bekletildi ve tripsini ndtralize olmasi1 igin tripsinin 2 kat1 kadar serum ilave edildi. Inkiibasyondan
sonra flask yiizeyi hiicrelerin kalkip kalkmadiklarini anlamak igin kontrol edildi. Eger hiicreler
ylizeyden kalkmamissa flask yumusak darbelerle kenarindan sallanarak hiicrelere zarar vermeyecek
sekilde kalkma siirecleri hizlandirilabilmektedir. Hiicreler flask yiizeyinden kalktiklar1 zaman igerisine
6 ml RPMI-1640 (biiytime ortami) ilave idildi. Steril falkon tiipiinde 1500 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifij edildi. Santrifiijden sonra tek seferde tiipiin {ist kismini tamamen dokiildi ve tiipiin igerisine 2
ml biiyiime ortami1 koyuldu. Hiicre ve besi ortami iyice karistirildi. Daha sonra bu karisimdan 850 pl
alinip 12 ml besi ortami ile kanstirip 96 kuyucuklu plakalara 90 pl hiicre iceren besi ortaminda
konuldu ve bir gece % 5 CO2 ile 37 ° C'lik termostat inkiibatdrde inkiibasyona birakilda.

Metanolde ekstarkte edilmis bitki ekstraktlarindan 400, 200, 100, 50 ve 10 pg/ ml konsantrasyonlarda
hazirlanan ve yine metanolde ¢ozdiiriiliilerek hazirlanan arbutin standantlarindan 100, 50 ve 25 pg/ ml
konsantrasyonlarda hazirlanan, kontrol olak da ekstraksiyon i¢ermeyen metanolden (¢6ziici olarak
kullanildig1 icin kontrol olarak tercih edildi) bir gecelik inkiibasyondan sonra kuyucuklara 10 pl
eklendi ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda her kuyucuga 10 ul CCKS ilave edildi ve 2
saat siireyle inkiibe edildi. Hiicre ¢ogalmasi orani, 450 nm de eliza da dlgiilerek belirlendi.

Il1l. SONUCLAR

A. ANALITIK YONTEMIN VALIDASYONU I

Kalibrasyon icin hazirlanan arbutin standartlarinin konsantrasyonlari ve pik alanlar1 ile ¢izilen
dogrusallik grafigi asagida Sekil 2°de verilmistir. Korelasyon katsayis1 R?=0.9999 olarak elde edilmis
olup ICH Q7A klavuzunda istenilen standardi yakalamustir [26].
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3000

Pik Alan1

Arbutin Dogrusallik Grafigi

y =5,1866x - 8,06
R?=0,9999

0 200

400 600

Arbutin Std. Konsantrasyonu mg/L.

Arbutin Std. Kons.

mg/L. Pik Alam
100 513.1
200 1035.5
300 1534.6
400 2064.5
500 2591.9

Sekil 2. Arbutin Dogrusallik Grafigi ve Pik Alanlar

A. 1. Validasyon Parametreleri |

Analitik metot validasyonu i¢in gerekli validasyon parametreleri Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Validasyon Parametreleri

Parametreler Arbutin

Kesinlik Pik Saflik Oram 0.0010
Dogrusallik Konsantrasyon Araligi mg/L. 100-500
Korelasyon Katsayisi 0.9999

Kayma 8.0600

Egim 5.1866

Teshis Limiti LOD (ppm) 3.5731
Tayin Limiti LOQ (ppm) 7.9390
Alikonma Zamani dk. 4.3220
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A. 2. U¢ Farkh Ahlat Tiiriiniin Arbutin icerikleri 11

Ug fakh pyrus tiiriiniin kisimlarinda belirlenen arbutin miktarlar1 Tablo 3’te verilmistir. Arbutin

standardinin ve ekstraktlarin kromatogramlari Sekil 3’te verilmistir.

mAU ]
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40 |

20

- arbutin

4.29
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150

100
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4248 —Arbutin

miny

mAU?
200—5
150—5
100—5

50

~—==4.262 - Arbutin

mAU _:

80
60 —
40 —

20

Sekil 3. A: Arbutin Standart Solisyonu Kromatogrami (400 mg/L.), B: PAN i Yaprak Ekstarti Kromatogrami C:
PAN’in Dal Ekstarkti Kromatogrami D: PAN in Meyve Ekstrakti Kromatogrami
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Tablo 3. Pyrus spp. ekstraktlarinda Arbutin miktarlar:

Ahlat Tiiri Ekstrakt Arbutin
(mg/gr.)
PAN Yaprak 21,23
Dal 8,92
Meyve 0,81
PAM Yaprak 6,37
Dal 3,35
Meyve 1,13
PEL Yaprak 0.96
Dal 6.86
Meyve 0.96

Arbutin igerigi li¢ tiiriin HCI ekstraktlarinda belirlenmistir. Buna gore arbutin icerigi en fazla (21.23
mg/g) PAN yapraklarinda saptanmistir. Bunu aymi tiriin dal ekstraktlar1 (8,92 mg/g) takip etmistir.
PAM’in yapraginin (6,37 mg/g) arbutin bakimindan dal (3,35 mg/g) ve meyveye (1,13 mg/g) oranla
daha zengin oldugu ancak PEL’nin dal (6,86 mg/g) ekstraktinin diger ekstraktlarina gére daha fazla
arbutin icerdigi saptanmistir.

Salta ve arkadaglar Portekiz’de yetigsen bir armut ¢esidi olan Rocha armutunun ve ticari olarak temin
edilen armut c¢esitleri Comice, Abate, General Leclerc ve Passe Crassane ile arbutin miktarlarini
kargilagtirmiglardir. Caligilan armut c¢esitlerinin her birinde arbutin bulmuslar ve en fazla Rocha
armutta (22.5 mg/100 g Kuru Agirlik) en az da G. Leclerc armutta (2.6 mg/100 g Kuru Agirlik)
arbutin igerigi belirlemislerdir [27].

Yim ve arkadaglan tarafindan test edilen 4 armut ¢esidinde de arbutin saptanmigtir ve 124.45~26.21
mg/100 g Kuru Agirlik arasinda degisen degerler belirlenmistir [28].

Izabella ve arkadaslar1 Pyrus communis’in yapraklarinda arbutin miktar1 24,89+0,47 mg/g, ciceginde
14,13+0,28 mg/g gelistirdigi HPLC analizi ile belirlemislerdir [29].

Dong ve arkadaglari P. pyrifolia yapraklarinda 7,87 mg/g en fazla arbutin belirlemislerdir. P.
Bretschneideri yapraklarinda en fazla 1,55 mg/g saptamiglardir [30].

B. IN VITRO SITOTOKSIK AKTIVITE Il

Test edilen P.anatolica, P.amygdaliformis ve arbutin extractlarinin MRC-7 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkileri (absorbans sonuglari ortalama + SD; ug / ml ) olarak ifade edildi.

Tablo 4. Bitki Ekstraktlarimin Hiicre Kiiltiirii Sonuglar

Ekstrakt MCF-7
Kontrol( mcf-7 cell) 0.130+0.002?
Metanol 3.072+0.198%
PAN

Yaprak
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Tablo 4. (devam). Bitki Ekstraktlarimin Hiicre Kiiltiirii Sonuclar

400 ug/ ml 3.13140.023
200 ug/ ml 3.12740.060%
100 ug/ ml 3.150+0.076%
50 ug/ ml 3.14240.072
10 ug/ ml 3.145+0.040°
PAM

Yaprak

400 ug/ mi 3.090+0.203
200 ug/ ml 3.191+0.042¢
100 ug/ ml 3.14940.095“
50 ug/ ml 3.156+0.030¢
10 ug/ ml 3.11140.096™
Arbutin

25 ug/ ml 3.026+0.078°%
50 ug/ ml 2.941+0.188%
100 ug/ ml 2.864+0.138°

SD: : Standard Deviation standart sapma; a,b,c; tiir i¢i karsilastirmayi, x,y,z; tiirler arasi karsilagtirma
(p=0,05)

Pyrus spp ekstraktlarinin karsilastirilmasi tek yonlii ANOVA ile degerlendirildi. Farkliliklar p<0,05 ise
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Siitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak ekstraktlar
arasinda anlaml bir fark oldugunu ifade ederken aymi harfler anlamli bir fark olmadiginmi ifade
etmektedir.

Mcf-7+besi metanol, arbutin ve bitki ekstraktlarina gére anlamli, arbutintmcf-7 (100 pg/ ml) nin de
kontrol ortamlarina ve bitki esktraktlarina gore anlamli bir fark oldugu belirlenmistir ( p<0,05 ). Bu
calisma sonucunda mcf-7 hiicre hattina arbutinin sitotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bunun
sebebi arbutinde konsantrasyona bagli olarak bir artig var buda metanolden kaynaklaniyor olabilir. Bu
ylizden farkli ¢oziicliler kullanilabilir. Ayrica bu duruma arbutinin bir glikozit tiirevi bilesik olmasi
neden olabilir.

Hipertansiyon ve diyabette arbutin kullanilmaktadir. Arbutin ana bilesik olarak tedavi edicidir. Jurica
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada Arbutus unedo L. yaprak-su ekstrelerinin genotoksisite
testlerinde alkalin commet assay, sitokinez blok mikroniikleus sitome assay (CBMN Cyt assay), ¢ift
akridin orange/etidyum bromiir floresan boyamasi teknikleri kullanilarak {i¢ farkli yontemle
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aragtirilmigtir.  Bu tiirdeki yaprak-su ekstrelerinin arbutin miktar1 10,7 mg konsantrasyonda
bulunmustur (1 g kuru yaprakta 3,05 mg arbutine karsilik gelmektedir). Lenfosit etkisinin doza bagl
oldugu en yiiksek lenfosit etkisinin 400 pg/ml arbutin igeren ekstrede %15 oldugunu saptamislardir.
Saf arbutin daha az sitotoksit etki gostermistir. 200 pg/ml arbutin igeren ekstrakt yiiksek
konsantrasyonlara oranla apoptozu daha fazla indiiklemistir. 11, 4, 200, 400 ug/ml bu ekstraktlarda 24
satte genotoksik etki saptanmaistir. 11, 4, 200, 400 pg/ml arbutin de aynin sekilde etki gdstermemistir.
Yaprak-su ekstrelerinin giivenligi hakkinda biiyiik bir bosluk vardir. Sonu¢ olarak bundan sonraki
yapilacak ¢aligmalarda timdr hiicre hatti calismalart yapilmasi gerektigini bildirmislerdir [31].

Bizim ¢aligmamizda Pyrus spp. ekstraklarinin 10, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml arbutin standartinnin da
25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonlart MCF-7 hiicre hattina uygulandi ve % hiicre canliligin1 mevcut
calismalara benzer sekilde arbutinin hiicre 6liimiine bir etkisi olmadigi tespit edildi.

Jurica ve arkadaslar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Arbutus unedo L. yaprak ekstraktlarinin
agiz yoluyla alinimi ile arbutin ve hidrokinon ana hemotolojik etki, commet assay DNA hasarina
bakilmigtir. Hidroksiquinon beyaz kan hiicrelerini arttirirken, arbutin 14 giinliik kullanim sonucunda
diismiistiir ve commet deneyinde diisiik genotoksisite oldugunu saptamiglardir [7].

Khana ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada arbutin kaynakli sitotoksisitede insan bagirsak mikroflorasi
tarafindan metabolizmanin olasi bir rolii, insan hepatoma HepG2 hiicreleri kullanilarak arastirilmistir.
Arbutin ve hidrokinonun (HQ), arbutinin deglikosile edilmis bir metaboliti olan sitotoksik etkileri
kiyaslandiginda, HQ arbutinden daha toksiktir. Arbutin Bcl-2 ve Bax seviyerini etkilememisir. HQ ise
proapoptotik Bax ekspresyonunda artis ve antiapoptotik Bcl-2’nin de diismesine neden olmustur.
Ayrica arbutin kaspaz-3 aktivitesi lizerine bir etki gostermemistir. Sonug olarak arbutin olmayan HQ
hepG2 hiicrelerinde toksisite ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilecegini gostermistir. Arbutinin
toksisite icin HQ’a doniismesi gerekmektedir [32].

Badiab ve arkadaslar1 anti-kanser bilesikleri olarak arbutin hakkinda ¢ok az ¢alisma oldugunu
bildirmis ve Li ve arkadaslarimin arbutinin, hiicre dongiisii diizenlemesinde yer alan p21
ekspresyonundaki artisla TCCSUP insan mesane kanseri hiicre proliferasyonunu azalttigini
gostermislerdir.  Anti-kanser bilesigi olarak arbutin mekanizmasi, hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazin (ERK) etkisizlestirilmesidir.
Bir¢ok dogal olarak tiiretilmis arbutin tiirevi, farkli bitki tiirlerinden izole edilmistir. Hidroksisinamoil
arbutinlerin 6rnekleri, 4’ O - [(E) -p-koumaroil] arbutin (1), 4’-O - [(E) -kaffeoil] arbutin (2) ve 4’-O
[(E) -feruloil] arbutin ( 3). Bu arbutin tiirevlerinin Casearia multinervosa'dan (Flacourtiaceae) izole
edilmistir. Bu tiirevlerin (1), (2) ve (3) P388 fare lenfositik 16semi hiicre hattina kars1 kanser dnleyici
aktivite gosterdigi bildirilmistir. (1-3) iin LC50 degerleri 543, 179 ve 464 mm olarak bulunmustur.
Sitotoksik aktiviteye sahip bagka bir arbutin tiirevi, robustasidler D'dir. Grevillea "Poorinda Kraligesi"
nin (Proteaceae) yapraklarindan ve dallarindan izole edilen bu bilesik, insan embriyonik bobrek
hiicresi HEK-293'e kars1 in vitro sitotoksik aktivite ve 195 IC50 degeri insan hepatoma hiicre ¢izgisi
olan HEP-G2 ve IC50 degeri 221 mm olan bir sitotoksisite gostermistir. Myrothamnus'tan izole edilen
onerilen yapi, Xu ve arkadaglarindan izole edilen arbutin tiirevlerine ¢ok benzer. Bu nedenle, anti-
kanser aktivite mekanizmasinin benzer olabilecegi one stirtilmistiir [33].

Kundakovic ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada Arbutin, IC50> 200 pg / ml ile in vitro olarak Fem-x ve
MRC-5 hiicrelerine karsi sitotoksik olmadigimi1 bulmuslardir. P. pyraster'in metanol ekstraktlar
(yapraklar ve kabuklar), 11.55 ila 46.78 ug / ml arasinda degisen IC50 ve diklormetan ekstraktlari
21.59 ila 13.34 pg / ml arasinda degisen IC50 ile Fem-x hiicrelerine karst onemli sitotoksik etkiler
sergilemistir. P. spinosa kabugunun diklormetan 6zii, test edilen her iki hiicre hattina karsi da aktift
oldugunu saptamiglardir (IC50 11.97 ve 12.92 ug/ ml) [34].

Berdowska ve arkadaslar1 adriamisine direngli MCF-7 / Adr ve vahsi tip MCF-7 / wt hiicre hattinda

caligmiglardir. Arbutinin bu iki insan meme hiicre hattina karsi sitotoksisite sergilemedigini
belirlemislerdir [35].
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Hong ve arkadaslar1 Licochalcone alfa / beta arbutin, B16 fare melanom hiicrelerine ayr1 ayri
uygulandiginda, tirozinaz ekspresyonunu inhibe ettigini ve ayrica melanin sentezini engelledigini
belirlemislerdir. alfa / beta arbutinin bu hiicrelerde tirozinaz ekspresyonunu arttirdigini ve melanin
icerigini daha da arttirdigini belirlemislerdir [36].

V. TARTISMA

Arbutin, cesitli bitki tiirlerinin yapraklarinda bulunan bir hidrokinon tiirevidir. Ya kimyasal sentez
yoluyla tiretilir ya da bulundugu bitkilerden ekstrakte edilir. Son zamanlarda ciltte bulunan ¢il, leke ve
akne tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal sentez yoluyla arbutin iiretimi ¢gok agamal
islem gerektirmekte olup ¢evre ve insan saghigi acisindan tehlikeli kimyasallar kimyasallar
kullanilmaktadir. Maliyeti olduke¢a yiiksektir. Bu nedenle ¢evre ve insan sagligina deger veren ileri
tilkelerde kimyasal sentez yolundan vazgecilip dogal kaynaklardan ilag etken maddelerinin
ekstraksiyonu onem kazanmaktadir. Calismamiz bu baglamda son zamanlarda yaprak, dal ve
meyvelerinden faydalanilmayan yabani ahlat tiirlerinden arbutin iiretimi igin yapilacak ¢aligmalara
ornek teskil edecektir. Bu ii¢ tiirden tibbi olarak faydalanma yollar1 arastirilacaktir. Ayrica PAN
tirliniin hem dal hem de yapraklarinda arbutin igeriginin yiiksek oranda bulunmasi sadece iilkemize
endemik olan bu tiirlin 6nemini daha da artirmaktadir. Bu tiirlerin ekonomik degerini artirmak amacl
tiirlerin arbutin igerigini artirmaya ydnelik 1slah ¢aligsmalar1 yapilabilir.
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