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Cytotoxic effects of Satureja cuneifolia extract in liver cancer cell line (HepG2)
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Abstract

In this study, it was aimed to investigate the effects of extracts obtained from the seed of Rock thyme (Satureja
cuneifolia) on the cytotoxic cell death in HepG2 human liver cancer cell lines. The plant samples collected from the
vicinity of Kanlipinar Village of Eskisehir were grounded after drying and then extracts were obtained. The liver cancer
cells were replicated in a specially prepared medium. Plant extracts taken at doses of 1, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 pg/ul
were added to replicated liver cancer cells and the effects levels were examined at 24, 48 and 72 hour intervals.

In the study, the data obtained after 24 hours showed that the doses of 1, 5, 10, and 15 pg/ul inhibited the
development of cancer cells while 20 pg/ul dose was not effective, the doses of 25 and 30 pg/ul were not effective on
the development of cancerous cells. According to the results of 48 hours of experiments; a significant death was
observed in cancer cells at all doses applied (1-30 pg/ul). According to the results of 72 hours of experiments; all doses
applied (1-30 pg/ul) inhibited the development of cancer cells and caused significant death of cancer cells. As a result,
it has been determined that Satureja cuneifolia extracts inhibit the development of liver cancer cells and that this plant
may be used in the design of cancer medicines. Future studies are needed to determine the most effective dose/time
applications and action of mechanisms of Satureja cuneifolia extracts.
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k

Karaciger kanser hiicre dizilerinde (HepG2) Satureja cuneifolia ekstresinin sitotoksik etkileri

Ozet

Bu ¢alismada Kaya kekigi (Satureja cuneifolia) bitkisinden elde edilen ekstrelerin HepG2 insan karaciger
kanser hiicrelerinde in vitro sitotoksik hiicre 6liimii iizerine etkilerinin arastirilmas: amaglanmstir. Bitki &rnekleri
Eskisehir’in Kanlipinar Koyii ¢evresinden toplanarak kurutulduktan sonra ogiitiilmiis ve ekstreleri elde edilmistir.
Karaciger kanser hiicreleri 6zel olarak hazirlanmis olan besi ortaminda ¢ogaltilmistir. 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30pg/ul’lik
dozlarda alman bitki ekstreleri, ¢ogaltilan karaciger kanser hiicrelerine verilmistir ve etki diizeyleri 24, 48 ve 72 saat
araliklarla incelenmistir. Kanser hiicrelerinde canlilik testleri tripan mavisi ve MTT testi yontemi kullanilarak
arastirilmistir.

Calismada 24 saat sonunda elde edilen veriler, 1, 5, 10 ve 15ug/ul dozlarin kanser hiicrelerinin gelisimini
engellemesine karsim; 20, 25 ve 30ug/ul dozlarin ise kanserli hiicrelerin gelisimi tizerinde etkili olmadigini
gostermistir. Deneylerin 48 saat sonucuna gore; uygulanan tiim dozlarda (1-30pg/ul) kanser hiicrelerinde belirgin
sekilde bir Slim go6zlenmistir. Deneylerin 72 saat sonucuna gore; uygulanan tim dozlarin (1-30pg/ul) kanser
hiicrelerinin gelisimini engelledigi ve kanserli hiicrelerin énemli oranda 6liimiine neden oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak; Satureja cuneifolia ekstrelerinin karaciger kanser hiicrelerinin gelisimini engelledigi ve kanser ilaglarimin
tasariminda bu bitkinin kullanilabilecegi belirlenmistir. Ileride yapilacak ayrintilhi galismalarla Satureja cuneifolia
ekstrelerinin en etkin doz/siire uygulamalar1 ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: karaciger kanseri, HepG2, Kaya kekigi, Satureja cuneifolia
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1. Giris

Hiicrede DNA'nin hasarinin olmasi halinde hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiyiimesi ve
¢ogalmasi kanser olarak adlandirilir. Kanserin esas nedeni hiicre boliinmesi esnasinda DNA replikasyonunun hatali
olmasi sonucu hiicrenin farklilasmasi olarak bildirilmektedir (Kus, 2016). insan viicudunda ¢ok sayida mutasyona
ugramis hiicre olmasina karsin bunlarin biiyiik bir kismi immiin sistem tarafindan yok edilmektedir. Normal saglikli
viicut hiicreleri boliinerek 6len hiicrelerin yenilenmesini saglar. Ancak normal hiicrelerin boliinmeleri sonsuz olmayip
stnirhidir. Saglikli bir hiicrenin ne zaman, hangi sayida boliinebilecegi bilgisine sahiptir. Fakat kanser hiicreleri, bu
bilinci kaybederek, kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye baslar ve ¢ogalirlar. Cogalan bu kanser hiicreleri toplanarak
tiimorleri olustururlar ve olusturduklar: bu timorden ayrilarak dolasimla viicudun diger bolgelerine giderlerse buralarda
da tiimor kolonileri olustururlar. Karacigerde bulunan hiicrelerin ani, kontrolsiiz ve asir1 bigimde ¢ogalmasi sonucu
timiir olusumu ortaya ¢ikmaktadir. Karaciger kanseri, kanser tiirleri arasinda 6liimciil olarak bilinen kanserlerdendir
(fsan ve Tonbus, 2016).

Lamiaceae familyasmin bir tiyesi olan Kaya kekigi-Dag kekigi (Satureja cuneifolia) 20cm ye kadar boylanan,
Obekler halinde bulunan, beyaz ¢igekli, cok yillik yar1 odunsu bir bitki olup (Sekil 1); taslik, kayalik, kurak ve agiklik
alanlar tercih eder (Kan ve ark. 2006). Temmuz-Agustos aylarinda ¢icek agar. Ulkemizde oldukca genis bir alanda
dogal olarak yayilis gosterir (Yiicel, 2014).

Kaya kekigi halk arasinda, zihin yorgunlugu giderici, kuvvet verici, cinsel istegi artirici, gdgiis hastaliklar ve
seker hastaligi tedavisinde, mideyi gii¢clendirici, baharat ve gida olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999; 2004; Kargioglu
ve ark., 2008).

Yapilan galismalar kaya kekiginin antioksidan ve antimikrobial etkisinin yiiksek oldugu (Cavar et al., 2008;
Mihajilov-Krstev et al., 2010; Oke, et al., 2009; Skocibusi¢ et al., 2006); ayrica analjezik (agr1 kesici) etkisinin oldugu
bildirilmistir (Aydm ve ark.,1996). Bu bitki ile ilgi yapilmis degisik aragtirmalar olmasina karsin; yapilan kaynak
arastirilmalarinda karaciger kanserine etkisi {izerine yapilmis bir ¢aligma bulunamamustir.

2. Materyal ve yontem
2. 1. Bitki materyalinin toplanmasi ve ekstraksiyon hazirlama

Bitki ornekleri Eskisehir’in Akpimar Koyl g¢evresin teknigine uygun olarak Temmuz ayinda toplanmustir.
Analizler igin gerekli 6rnekler, saglikli bireylerden, bitkiye fazla zarar vermeyecek sekilde, toprak iistiinde bulunan
dallar bir makasla kesilerek, siteril torbalara konmustur. Laboratuvara getirilen bitki ornekleri temizlenerek, steril bir
ortamda kurutulmustur. Kuruyan bitkilerin yapraklar1 ayrilarak degirmende 6giitiilmiis, daha sonra gézenek ¢ap1 2 mm
olan bir elekten elenmistir. Bir erlene; 10 gram 6giitiilmiis bitki drnegi iizerine 100mL saf su konarak, etiiv iginde 60°C
de 12 saat bekletildikten sonra Por agiklik ¢apt 110 mm olan whatman filtreden siiziilerek ekstrakt elde edilmistir. Daha
sonra elde edilen ekstrak 0.22 pum por biiylikligiindeki mikrobiyolojik filtrelerden siiziilerek steril edilmistir.

Bitki &rneklerinden ekstrelerin elde edilmesi Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Bitki
Ekolojisi Laboratuvarinda; sitotoksite deneyleri Molokiiler Biyoloji laboratuvarinda yapilmistir.

Dilge YUCEL, Cytotoxic effects of Satureja cuneifolia extract in liver cancer cell line (HepG2)



44 Biological Diversity and Conservation — 11 /2 (2018)

2. 2. Hiicre dizileri ve kiiltiir asamast

Insan kanser hiicre dizisi olarak “HepG2 insan karaciger kanser” hiicreleri kullanilmistir. insan karaciger
kanseri hiicre dizileri besiyeri (%10 (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS), 100 unite/mL penisilin/streptomisin, 2 mL-
glutamin igeren ve %9,2 NaHCO3 DMEM) icinde, 37°C de %0.5 karbondioksitli ortamda yetistirilmistir. Hiicre dizisi
12-48-72 saat CO; inkiibatoriinde bekletildikten sonra 151k mikroskobunda yogunluguna bakilmistir. Besiyeri gekilmis
flasklara 37°C su banyosunda sitilan 1X’lik Tripsin-EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit)’dan 1-2 mL eklenmistir.
Hiicreler 1lik (%1) tripsin/EDTA ile kaldirilarak, tripan mavisi ile saymmi yapilmis ve 96 kuyucuklu plakalara 10x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde besiyeri ile siispansiyon haline getirildikten sonra her bir kuyucuga 100 pL hiicre
siispansiyonu aktarilarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirilip,
sonunda Kaya kekigi ekstrelerinin 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg/uL’lik dozlarini i¢eren besiyerlerinden 200 pL/kuyucuk
konularak 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Deneylerde herbir doz i¢in dort kuyucuk kullanilmis, sonuglarda bunlarin
ortalama degerleri kullanilmistir.

2.3. Hiicre canliliginin tripan mavisi atilim testi ile belirlenmesi

Hiicre dizisi igin hiicre sayimi yapilmis ve trypan blue atilim testi ile hiicrelerin canliligina bakilmistir. Lam
tizerine 10puL. hiicre +10uL. trypan blue koyularak 1sik mikroskobunda boya almayan hiicreler sayilarak canlilik
belirlenmistir. Alanda 100 hiicre sayilarak boya almayan hiicrelerin yiizde (%) oran1 hesaplanmustir.

2.4. Hiicre canliliginin MTT testi ile belirlenmesi

Yontem saglikli hiicrelerde, mitokondrideki dehidrogenaz enziminin MTT (Difeniltetrazolyum Bromiir)
boyasindaki tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamig hiicreler mor renkte boyanmakta, 6li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise,
boyanmamaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017). Olusan formazan kristalleri; DMSO, izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde
kolaylikla ¢6ziinebilmektedir. Coziinmiis olan bu boya, konsantrasyona bagli olarak, spektrofotometrik yontemle,
gOriiniir dalga boylarinda Olgiilebilen bir absorbans verir ve bulunan miktar, direk olarak canli hiicrelerin oranini
vermektedir.

MTT, PBS (5 mg/ml) iginde ¢oziilerek, filtrasyon ile steril edilmis ve -20°C’de saklanmustir. Hiicrelerin madde
dozlart ile muamelesinin ardindan plakalardan medyum uzaklagtirilmis ve final konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde
medyum ile hazirlanan MTT soliisyonu her kuyucuga 125 pL ilave edilerek 3 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra plakalardaki MTT —medyum soliisyonu uzaklastirilmis ve canli hiicrelerin olusturdugu formazan tuzlarin
¢ozlinmesi i¢in plakalardaki kuyucuklara 100 pL DMSO ilave edilerek plakalar 10 dakika calkalayiciya birakilmus,
daha sonra ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur.

Yukarida belirtilen analizlerde, tiim deneyler tiger tekrarli yapilmis ve deney sonuclar1 ortalama + standart hata
olarak verilerek ilgili grafikte topluca gosterilmistir. Grafik ¢izimi Microsoft Excel programinda yapilmistir.

3. Bulgular

Deney sonuglari 24, 48 ve 72 saat araliklarla kontrol edilerek hiicre sayimlari yapilmistir. Elde edilen bulgular
asagida sira ile verilmistir.

3.1. Bitki ekstrelerinin 24 saatlik siire sonunda kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi

Yapilan deneylerde sonunda 24 saat sonunda 1, 5, 10 ve 15 pg/uL dozlarda canli kanser hiicrelerinde azalma
gbzlenmisg, 20 pg/ulL dozda kontrol grubu ile ayni diizeyde bir gelisme izlenmis, 25 ve 30 ug/uL dozlarda ise kontrol
grubunda hiicre sayisinin daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Bu sonuca gore 20 pg/uL doz etkili olmazken 1, 5,
10 ve 15 pg/uL dozlar kanser hiicrelerinin gelisimini engellerken, 25 ve 30 pg/ul dozlar kanserli hiicrelerin geligimini
tizerine etkili olmamistir. Ancak burada ilging olan 1 pg/pL’lik dozun 24 sat sonunda uygulanan diger dozlara gore
hiicre canlig1 iizerindeki sitoksik etkisi {izerine ¢ok daha etkili oldugu gézlenmistir.

3.2. Bitki ekstrelerinin 48 saatlik stire sonunda kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi

Deneylerin 48 saat sonucuna gore; uygulanan tiim dozlarda (1-30 pg/uL) kanser hiicrelerinde belirgin sekilde
bir 6lim gozlenmistir (Sekil 3).

3.3. Bitki ekstrelerinin 72 saatlik siire sonunda kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi

Deneylerin 72 saat sonucuna gore; uygulanan tim dozlarin (1-30 pg/pL) kanser hiicrelerinin geligimini
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engelledigi ve kanserli hiicrelerin énemli oranda éliimiine neden oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Ozellikle, 1 pg/pL’lik
ve 10 pg/puL’lik dozlarin kanserli hiicreler lizerinde daha etkili oldugu gozlenmistir.
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Sekil 2. Kaya kekigi (Satureja cuneifolia) bitkisinden elde edilen ekstrelerin HepG2 Karaciger kanser hiicrelerine in
vitro sitotoksik hiicre 6liimii lizerine etkileri

4. Sonuglar ve tartisma

Satureja sp. cinsinin tiirleri ile yapilmig bazi1 ¢aligmalarin bulunmamaktadir (Grosso, et al., 2009; Sadeghi, et
al., 2013). Satureja cuneifolia tiirtiniin fitokimyasal 6zellikleri (Timen et al., 1998; Kan vd., 2006) ile antioksidan
(Cavar et al., 2008) ve antimikrobial etkileri (Sko&ibusi¢ and Bezi¢, 2004; Aydin et al. 1996; Kosar et al. 2008) iizerine
yapilmis ¢esitli ¢aligsmalar bulunmasina karsin, insan karaciger kanseri tizerine yapilmis bir ¢aligma bulunamamustir.

Kaya kekiginden alinan 6rnekler iizerinde yapilan analizlere gore; Timol (42,5-45,2%), p-simen (19,4-24,3%)
ve karvakrol (8,5-13,2%) ana bilesen olarak tespit edilmistir (Kosar ve ark. 2008; Tiimen et al., 1998; 2005). Kaya
kakeginde elde edilen ektrenin Staphylococcus aureus (MRSA) ve Candida albicans, Candida tropicalis, bakterileri
iizerinde 62.5 ve 250 mg/ml lik miktarlarin antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Kosar ve ark. 2008; Kan ve ark. 2006).
Yapilan bir diger ¢aligmada; Giiney-Hirvatistanda bulunan dort Satureja sp. tiiriiniin ugucu yag profillerinin niikleer
ribozomal DNA yapilar1 karsilagtirilmig olup, filogenetik analiz sonucu S. montana ve S. cuneifolia, monoterpen
hidrokarbon karvakrol agisindan zengin benzer bir ugucu yag kompozisyonuna sahip oldugu; S. cuneifolia’da bir ugucu
yag beta-cubebene (% 8.7), limonen (% 8.3), alfa-pinen (% 6.9), spathulenol ve beta-karyofilen olarak karakterize
edildigi bulunmustur (Bezi¢ et al., 2009).

S. cuneifolia yaglarmin antimikrobiyal etkisi sivi mikrodistilasyon yontemi ile birgok ilaca direngli patojenlere
kars1 genis spektrumlu bir aktiviteye sahip oldugu, bu yaglarin Pseudomonas aeruginosa hari¢ olmak iizere,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve maya (Candida albicans) karst maksimum aktiviteye sahip oldugu, ayrica
S. aureus ve E. coli gibi tibbi agidan 6nemli patojenlerinin biiyiimesini inhibe ettigi ve C. albicans ile S. cerevisiae karsi
mantar oldiiriicli aktivitesi oldugu da gozlenmistir (Skocibusic M and Bezi¢ N. 2004).

Bu arastirmada yapilan deneyler sonunda; etki siiresinin 24 saat olarak uygulandigi ve 1-15 pg/ul dozlarin
kullanildig1 deney serilerinde karaciger kanser hiicrelerinin gelisiminin engellendigi, 20-30 pg/ul dozlarda ise bir
engellemenin olmadig1 gozlenmistir. Buna gore 1 pg/ul’lik dozun 24 sat sonunda uygulanan diger dozlara gore hiicre
olimi izerine ¢ok daha etkili oldugu gozlenmistir. Bu durum yapilacak ayrintili calismalarla agikliga
kavusturulmalidir.

Bitki ekstrelerinin etki siiresinin 48 saat olarak uygulandigi deney serilerinde tiin dozlarin belirgin bir sekilde
kanserli hiicreler iizerinde dldiirticii etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Buna gore siirenin 48 saate uzamas ile birlikte
bitki ekstresinin karaciger hiicreleri iizerindeki 6ldiiriicii etkisi belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmustir.

Bitki ekstrelerinin etki siiresinin 72 saat oldugu deneylerde uygulanan tim Kaya kekigi ekstresinin dozlart
kanser hiicrelerinin gelisimini engelleyerek onemli oranda 6liimiine neden olmustur. Bu sonuca gore bitki ekstresi,
slirenin 72 saate uzamasi ile birlikte etkisini daha belirgin bir sekilde gostererek karaciger hiicrelerinin geligimini
engellemis ve dlmelerini saglamistir.
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Sonug olarak; Kaya kekigi ekstreleri HepG2 tip insan karaciger kanser hiicrelerinin gelisimini engelledigi ve
oldiirdiigii belirlenmis olup, gelecekte kanser tedavisi i¢in gerekli ilaglarin tasarimida bu bitkinin kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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