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OZET
Bu calismada, Turkiye florasinda dogal olarak yetisen ve zengin

Molekiiler Biyoloji ve Genetik

fitokimyasal igerigi sayesinde geleneksel halk tibbinda yaygin olarak Aragtirma Makalesi
kullanilan  Clinopodium  serpyllifolium subsp. serpyllifolium

bitkisinin sitotoksik, antiproliferatif ve apoptotik aktivitelerinin Makale Tarihgesi
arastirilmas1 amaclanmigtir. Bu amagla, bitkinin cicek ve govde Gelig Tarithi  :29.06.2021
kistmlarindan su (dH20) ve %701k etanol (Co:HsOH-EtOH) Kabul Tarihi :02.09.2021
¢ozuclleri kullanilarak ekstraktlar elde edilmigtir. Farkl

ekstraktlarin antikanser, antiproliferizasyon ve DNA hasari gelisimi Anahtar Kelimeler

uzerine apoptotik aktiviteleri; A549, H1299, C6 ve HUVEC Clinopodium spp.
hiicrelerine karsi sirasiyla MTT, tripan mavisi ve immiinolojik Kanser

temelli ELISA yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. Bitki Apoptoz

ekstrelerinin, calisilan kanser hiicre hatlarinin her tgiinde de Proliferizasyon
hiicrelerdeki canlhilik oranlarini azaltarak, hiicreleri 6lime tegvik Tibbi Bitki

ettigi saptanmistir. Ekstreler, en yliksek aktiviteyi A549 akciger
karsinoma hiicrelerine karsi; en disiuk aktiviteyi ise C6 beyin glioma
hlicreleri Uzerine gostermistir. Sonug¢ olarak, C. serpyllifolium
bitkisinin ¢icek ve govde kisimlarimin fitokimyasal igeriginin
belirlenmesi ve bitkinin antikanser drog olarak kullanimina yonelik
farmakolojik ve klinik ¢alismalarin yapilmas: gerekmektedir.

Investigation of Anticancer, Antiproliferative and Apoptotic Cell Death Effects of Clinopodium
serpyllifolium subsp. serpyllifolium in Lung and Brain Glioma Cell Lines

ABSTRACT Molecular Biology and Genetics
In this study, it was aimed to investigate cytotoxic, antiproliferative
and apoptotic activities of Clinopodium serpyllifolium subsp. Research Article
serpyllifolium, which grows naturally in the flora of Turkey and has . .
been widely used in traditional folk medicine thanks to its rich Artlc.le H1story'
phytochemical content. For this purpose, water (dH:0) ve 70% Received :29'06'2021
ethanol (C:HsOH-EtOH) extracts were obtained from flower and Accepted +02.09.2021
stems of the plants using different solvents. The activities of Keywords
different extracts on the anticancer, antiproliferation and DNA Clinopodium spp.
damage-based apoptosis activities against A549, H1299, C6 and Cancer
HUVEC cells using MTT, trypan blue and immunological-based Apoptosi

. . poptosis
ELISA methods, respectively. It was determined that plant extracts Proliferation

decreased viability of all the cells and induced these cells to die. The
extracts showed the highest activity against the A549 Ilung
carcinoma cells, whilst they showed the lowest activity against the
C6 brain glioma cells. In conclusion, it is considered that different
parts of the C. serpyllifolium should be phytochemically investigated
in details, pharmacological and clinical studies ought to be carried
out in order to use this plant as anticancer drug source.
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GIRIS piperitenone (%38.73), piperitenon oksit (%34.8) ve

Antik c¢aglardan bu yana bitkiler tedavi amaciyla
kullanilmakta ve her gegen giin bitkilerin tip ve
eczacilik alanlarinda kullanim potansiyellerinde ciddi

bir artis gozlenmektedir. Tibbi  bitkilerin
biyogesitliligi, yeni gifali bitkilerin tespit edilmesiyle
say1 olarak gin gectikce ciddi bir artig

gostermektedir. Diinya Gida ve Tarim Orgiiti (FAO)
tarafindan diinya genelinde 422 bin kadar cicekli
bitki taksonundan yaklasik %17’sinin (yaklasik 72
bin) tibbi deger tasidigl ve bunlardan yaklasik 5 bin
kadarinin diinya ticaretinde yer aldigi bildirilmistir
(Baytop, 1999; Baydar, 2020). Tibbi bitkilerin
ulagimlarinin ve kullanimlarinin kolay, maliyetinin
az, yan etkilerinin sentetik ilaglara gore daha disiuk
olmasy; alternatif tipta ve 1ilag endiistrisinde
kullanimlarinin ginimiuzde ciddi artisinin altinda
yatan en 6nemli nedenleri arasindadir (Ramakrishna
ve ark. 2021). Sifali bitkilerin farkli kisimlarinin

ihtiva ettikleri sekonder metabolitlerden
yararlanilarak; farkli modern ila¢ preparatlar
hazirlanmakta ve bu preparatlar farkli tlkelerde
bitkisel ilaglar, bitkiseller, fitoterapotikler,

fitofarmasotikler ve geleneksel ilaglar gibi farkh
sekillerde isimlendirilebilmektedir (Gezici and
Sekeroglu, 2019a; Abdulridha ve ark., 2020;
Ramakrishna ve ark. 2021).

Diinya genelinde 177 takson, Turkiye’de ise 39 takson
ile temsil edilen ve Lamiaceae familyasinin bir tyesi
olan Clinopodium cinsi; sahip oldugu biyolojik
ozellikleri ve zengin fitokimyasal igerigi sayesinde
geleneksel halk tibbinda diinya genelinde ve
Tiirkiye'de yaygin bir kullanima sahiptir (Tirkiye
Bitkiler Listesi, 2021; The Plant List, 2021). Bu cins
Diinya tizerinde Dogu Akdeniz bélgesinde (Filistin,
Israil, Liibnan, Suriye, Urdin ve Tirkiye) dogal
olarak yayilim géstermektedir. Tirkiye'de ise; dogal
olarak Dogu Karadeniz Boluimi, Yukari Kizilirmak
Bolumii, Antalya Bolimi, Adana Bolimi ve Dicle
Bélimiinde yayilim gostermektedir (Baytop, 1999;
The Plant List, 2021). Clinopodium cinsinin zengin
biyoaktif madde ve sekonder bilesige sahip oldugu
daha o6nce yapilan c¢alismalarda goOsterilmistir
(Tuttolomondo et al., 2014; To$ié ve ark., 2015;
Dunkié ve ark., 2017; Mohanty ve ark., 2017; Zhang
ve ark., 2020). Bu cinse ait C dalmaticum, C.
pulegium, C. serpyllifolium ve C. thymifolium tirleri
ile 1ilgili olarak ugucu yag bilesimini ortaya koymaya
yonelik yapilan fitokimyasal analiz c¢aligsmalari,
bitkinin ug¢ucu yaginda %79.6—66.2 oraninda oksijenli
monoterpenler, menthone, pulegon gibi baskin
mentan tipi bilesikler, piperitenon ve piperitenon
oksit icerdigini ortaya koymustur. Bunlardan
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pulegon (35.8), C. serpyllifolium tiirtiniin ugucu yag
bilesimini olusturan temel komponentler olarak
belirlenmigtir. Ayrica, monoterpen hidrokarbonlar
(%3.9-10.7) ve limonen (%3.2-6.2) bu tiiriin ugucu
yvaginda belirlenen diger ana bilesenler olarak
literatiirde yer almistir (Tosié ve ark., 2015; Dunkié
ve ark., 2017).

Clinopodium turlerinden, C. chinense geleneksel Cin
tibbinda binlerce yildir diyabet, soguk alginlhig,
karaciger ve ince bagirsak iltihabi, dizanteri,
kabakulak, alerjik dermatit tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2020). Meksika'da
C. macrostemum tip alaninda gastrointestinal
bozukluklar, karin agrisi, ishal ve Okstrik
tedavisinde kullanildigi gibi; baharat, koku maddesi
ve stisleme amaciyla da ticari olarak
kullanilmaktadir (Tuttolomondo et al., 2014). C.
laevigatum bitkisinin inflisyon seklinde hazirlanan
cay olarak mide agrilarinda ve karaciger
hastaliklarinin tedavisinde, C. nepeta ise hemostatik
olarak kanamay1 durdurucu ve dezenfektan olarak
kullanilmaktadir (Tuttolomondo et al., 2014; Mohanty
ve ark., 2017). Filistin'de tibbi bitkiler {izerinde
yapilan etnobotanik arastirmalar, C. serpyllifolium

turinun;  geleneksel halk  tibbinda  diyabet,
hipertansiyon, oksurik, bas ve karin agrisi, soguk
alginligi, nefes darhigi, yara iyilestirici ve cilt

hastaliklar: dahil olmak tuzere ¢esitli rahatsizliklar
tedavi etmek i¢in kullanmildigini ortaya koymustur.
Aym1 zamanda geleneksel tipta gevsetici ve hafiza
arttiricr olarak da kullanildig1 rapor edilmistir (Ali-
Shtayeh ve Jamous, 2008; Shehab ve Abu-Gharbieh,
2012; Ali-Shtayeh ve ark., 2018; Salameh ve ark.,
2018; Salameh ve ark., 2020; El-Huneidi ve ark.,
2020). Balkanlarda ise 6nemli bir etnobotanik degere
sahip olan C. gilliesii, baharat olarak ve tibbi
amaglarla karin agrisi, soguk alginhg, yiksek
tansiyon, kalp, menopoz ve kisirhik tedavisinde
kullanilan bir bitkidir (Carvajal ve ark., 2017). Tiirk
halk tibbinda C. vulgare ge¢cmis caglarda savasg
esnasinda yaralar: iyilestirmek amaciyla kullanildig:
literatiirlerde yer almistir (Kilic ve ark., 2017).
Bulgar bitkileri arasinda da geleneksel tipta
kullanilan C. vulgare diyabet, mide tlseri, prostat,
yaralarin iyilegtirilmesinde, cilt rahatsizliklarinda ve
siskinlik tedavisinde kullanilan cesitli
etnofarmokolojik  uygulamalara sahip bir bitki
tiridir (Batsalova ve ark., 2017, Bruno ve ark.,
2019; Zheleva-Dimitrova ve ark., 2019). C.
polycephalum bitkisinin toprak tsti kisimlar: rahim,
burun, dis eti kanamalarinda geleneksel bir halk ilac
olarak kullamlmaktadir (Kilic ve ark., 2017). C.



KSU Tarim ve Doga Derg 25(5): 974-985, 2022
KSU J. Agric Nat 25(5): 974-985, 2022

Aragtirma Makalesi
Research Article

bolivianum hazimsizlik, bulanti, ishal, anemi ve
solunum yolu hastaliklarini tedavisinde ve ayni
zamanda yemeklerde baharat olarak
kullanilmaktadir (Solis-Quispe ve ark., 2018) C.
revolutum karaciger rahatsizliklarinda, safra kesesi
taglarinda ve bdbrek problemlerinde terapdétik
ozellikleri icin kullamlmaktadir (Ludefa 2017;
Saldafia-Bobadilla ve ark., 2020). C. brownei ise
Kolombiya, Kiiba, Venezuela ve Arjantin'de 6zellikle
et yemeklerinde baharat olarak kullanilmakla
birlikte; halk tibbinda soguk alginhigi, siskinlik,
sindirim, balgam soktiiriici ve antiseptik ila¢ olarak
kullanilmaktadir. (Pino ve ark., 1997; Jaramillo ve
ark., 2010; Matailo ve ark., 2019). C. rouyanum
turtinun kalp ve mide rahatsizliklarinda kullanildig,
ates dusglrici, balgam soktirtci ve antiseptik
ozellige sahip oldugu gésterilmigtir (Cavar ve ark.,
2013; Dunkié¢ ve ark., 2017; Tomas ve ark., 2019). C.
suaveolens Kuzey Yunanistan'da sakinlestirici, idrar
soktirici ve antienflamatuar olarak; C. graveolens
Tiirkiye’de (Denizli, Kiitahya ve Balikesir illerinde)
soguk alginhigina karsit Dbitkisel c¢ay olarak
tiketilmektedir. C. acinos bitkisi melankolide, nefes
darhigi, dis agrilam ve  sindirim  sistemi
problemlerinde; C. alpinum ise Ispanya'da oksiirik
giderici ve gastrointestinal rahatsizliklarda
iyilestirici etkisiyle yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kaya, 2019). C. odorum siskinlik, idrar soktiiriici,
kabizlik, mide rahatsizliklarinda, uyarici, uyutucu,
adet baskilayici, bag ve karin agrisinda ayrica dogum
sirasinda da kullanilmaktadir. (Harley ve Paucar,
2000; Mahady 2005; Barboza ve ark., 2009; Vazquez
ve ark 2014).

Sunulan calismada, butiinleyici ve tamamlayic1 tip
acisindan olduk¢a ©6nem arz eden, Gaziantep ili
cevresinde dogal olarak yayilis gosteren ve halk
arasinda ‘tas nanesi’ olarak bilinen C. serpyllifolium
subsp. serpyllifolium bitkisinin ¢icek ve goévde
kisimlarindan elde edilen farkli ekstrelerin akciger ve
beyin glioma kanser hiicre hatlar1 tizerinde apoptoz
ve nekroz aracilikli biyolojik aktiviteleri detayli
olarak arastinnlmigtir. C. serpyllifolium subsp.
serpyllifolium bitkisi; geleneksel halk tibbinda mide
rahatsizliklary, solunum yolu hastaliklari, diyabet,
hipertansiyon, oksurik, bas ve karin agrisi, cilt
hastaliklarinin tedavisinde, yaralarin
iyilestirmesinde ¢ok uzun yillardan bu yana
kullanima sahip olmasina ragmen, bitki tiri ile ilgili
yapilan literatir arastirmalari1  dogrultusunda
kapsamli biyolojik aktivite analizlerinin yapilmamaig
olmasi, sitotoksik etki gostererek kanser hiicrelerinde
hiicre proliferizasyonunu baskilayici etkileri ve
apoptotik hiicre O6limiuni indikleyerek kanser
geligimini  engelleyecek potansiyele sahip olup
olmadig1 ile ilgili literatiir verilerine rastlanmamisg
olmasi  nedeniyle C. serpyllifolium subsp.
serpyllifolium bitkisinin apoptoz ve nekroz aracilikli

976

antikanser, antiapoptotik, sitotoksik ve apoptotoik
aktiviteleri detayli olarak arastirilmigtir. Bu
calismadan elde edilen verilerin, daha sonra
yapilacak olan in vivo ve/veya klinik arastirmalara
oncil veri saglayacak potansiyele sahip oldugu ve bu
alanda yapilacak olan c¢alismalara 1sik tutacak
nitelikte oldugu diigtintilmektedir.

MATERYAL ve METOD
Bitki Materyalinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Lamiaceae familyasina ait olan
C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium (M.Bieb.)
Kuntze Dbitkisi kullamilmistir. Bitki materyali
Gaziantep i1li  Yukar1 Anl koéyi kirsalindan
(37.125206N ve 37.572971E) taksonomist botanikci
Ars. Gor. Fatih YAYLA (Gaziantep Universitesi,
Biyoloji Béliimii) tarafindan ciceklenme dénemi icinde
Haziran-Temmuz aylarinda toplanmig ve sistematik
olarak teshis edilmistir. Bitki herbaryum 6rnegi,
Gaziantep Universitesi Biyoloj1 Bolumu
Herbaryumu'nda (GAUNHERB) GAUN 5056
herbaryum numarasi ile kayit altina alinmagtir.
Bitkinin cicek ve goévde kismini ihtiva eden toprak
usti kisimlari, nemsiz ve karanlhk ortamda, oda
1sisinda  kurutulmustur. Bitki tirinin kisimlarim
ihtiva eden, dogal flora ortaminda ¢ekilmig gériintiisi
Sekil 1’de verilmistir.

Bitki Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Bitki materyalinin kurutulmus ¢icek ve yapraklarini
da ihtiva eden gévde kisimlari toz hale getirilmis ve
her bir bitki kism1 distile su (dH20) ve %70’lik etanol
(C2Hs0H-EtOH) coziiciileri kullanilarak maserasyon
yontemi ile 6ziitlenmistir (Senol ve ark., 2018; Gezici
ve Sekeroglu, 2019b). Maserasyon igleminin ardindan
bitki o6zitleri filtre kagidi yardimi ile stzilmis ve
EtOH o6zutlerindeki ¢oziict rotary evaporator yardimi
ile buharlastirilmig ve liyofilizatérde kurutma iglemi
gerceklestirilmigtir. Toz hale getirilen bitki 6zitleri
sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere -20 °C derin
dondurucuda saklanmigtir. Analizlerde kullanilan
bitki ekstreleri, en yiiksek konsantrasyonlari 1 mg
mL1 olacak gsekilde DMSO (dimetil siilfoksit)
icerisinde ¢oOzllerek homojen hale getirilmigtir
(Gezici, 2019). Elde edilen ekstrelerin verim
yizdeleri, [(kuru ekstrakt agirhgn / kuru bitki
materyali agirhig) x 100] formiiliine gore
hesaplanmistir (Gezici ve Sekeroglu, 2022).

Akciger ve Beyin Glioma Hicre Hatlarinin Temin
Edilmesi

Bitki ekstrelerinin in vitro antikanser, antiproliferatif
ve apoptotik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu, ABD)’den
satin alinan hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismada
A549 (akciger karsinoma), H1299 (kiiciikk hiicreli
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olmayan akciger kanseri) ve C6 (beyin glioma) kanser
hiicre hatlar1 ile kanserli olmayan HUVEC (insan
gébek ven endotel hiiceleri) kontrol hiicre hatti
kullanilmigtar. Hiicre kultur ortamlarinin
hazirlanmasinda  kullanilan  besiyerleri  6nceki
makalelerde belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Gezici
ve ark., 2017; Gezici, 2019). Bu kapsamda C6 ve
HUVEC hiicre hatlari; genel olarak %10 FBS (fetal

<

]
Sekil 1. Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium (M.Bieb.) Kuntze b

sigir serumu), %1 antibiyotik (100U/mL penisilin-
100pg/mL streptomisin) ve %1 L-glutamin iceren 5
mL DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium):Ham’s F12 (1:1) besiyeri ortami icerisinde;
Ab549 ve H1299 akciger hiicre hatlar1 ise RPMI 1640
(Roswell ParkMemorial Institute Medium) besiyeri
icerisinde kiiltiire alinmistar.

itkisinin genel gérinimi

Figure 1. General view of Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium (M. Bieb.) Kuntze

Antikanser Aktivite Analizleri

Bitki materyalinin ¢icek ve gévde kismindan farkl
coziculer kullamilarak elde edilen 6zitlerin,
antikanser ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin;
hiicre canlihiginin kolorimetrik olarak o6l¢tilmesi
esasina dayanan MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide) yéntemi, iizerinde
kismen modifikasyonlar yapilarak uygulanmigtir
(Mosmann ve ark., 1983; Gezici, 2019). Kiiltiir
ortamlarina her bir ELISA kuyucugunda 5 x 103
hiicre olacak sgekilde ekimi yapilan ve 37°C’de, %5
CO:2 igeren ortamda inkibasyona birakilan hiicre
soylar1 (A549, H1299, C6 ve HUVEC), uygun
oranlarda hazirlanan MTT c¢ozeltisi ile muamele
edilmigtir. MTT soliisyonuna tabi tutulan hiicrelerde
mavi-mor renkli formazan kristallerinin olusumuna
bagli olarak meydana gelen absorbans degerleri
spektrofotometre (Thermo Scientific Multiskan Go) ile
570 nm dalga boyunda 6l¢ilmiistir. Calismaya dahil
edilen her bir ekstrakt ve hiicre hatti icin ICs0 (ung mL
1) degerleri hesaplanmigtir.

Antiproliferatif Aktivite Analizler

Bitki ekstrelerinin sahip olduklar1 antiproliferatif
kapasitelerinin ortaya konulmasi amaciyla; membran
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butinligh bozulmus hiicrelerin non-vital bir boya
olan tripan mavisi ile boyanmasi esasina dayanan
tripan mavisi metoduna gére yapilmistir (Strober,
2015). Bu yéntemde hiicre kiiltiir ortamlarinda
gogaltilan ve farkli konsantrasyonlarda bitki
ekstrelerine maruz birakilan A549, H1299, C6 ve
HUVEC hiicre hatlari, tripan mavisi ¢ozeltisi ile
muamele edilmig ve 37 °C'de 24, 48 ve 72 saat streyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodlarmin
ardindan, hiicre hatlarindaki canhi ve 6li hiicreler,
hiicre sayim cihazi (Cedex XS Analyzer, Roche) ile
sayilarak, hiicrelerdeki yiizde (%) canlihk oranlari
hesaplanmigtir.

Apoptotik Aktivite Analizleri

Apoptotik hiicre 6liminin belirlenmesi amaciyla;
farkli konsantrasyonlarda (0 ile 100 ug mL) bitki
ekstrakt:1 ile muamele edilen A549, H1299 ve C6
kanser hiicrelerinde meydana gelen parcalanmis ve
sitoplazmaya ge¢mis monontikleozomlari ya da
oligoniikleozomlar1 saptamaya yo6nelik, immiunolojik
temelli ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
testi uygulanmistir (Hingst ve Blottner, 1995). Bu
yontemde; 5x104 mL?! hucre ihtiva eden kultir
ortamlar1 farkli konsantrasyonlarda bitki ekstrakt:
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ile muamele edildikten sonra yaklasik 24 saat
inkibasyona birakilmigtir. Apoptotik hiicrelerin
sitoplazmalarinda bulunan nikleozomlar, CDD-
ELISA kiti (Cell Death Detection ELISAPLUS, Roche)
kullanilarak belirlenmistir. Calismada her bir érnek
ve kontrol igin ¢ tekrar yapilarak 405 nm dalga
boyundaki absorbans degerlerinin ortalamasi alinmig
ve asagida verilen egitliSe gore rolatif absorbans
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen deger, her bir

ornekteki mono ve oligo-niikleozom miktarinin
kontroldekine oranini ifade etmektedir.

Rolatif Absorbans Degeri = A;/A, (1)
Verilen egitlikte; Ai= Bitki ekstresi uygulanan

hiicrelerin absorbans degerlerinin ortalamasi ve Az=
Kontrol hicrelerinin 405 absorbans degerlerinin
ortalamasidir. Elde edilen deger, her bir 6rnekteki
mono- ve oligo-nukleozom miktarinin kontroldekine
oranini ifade etmektedir.

Istatistik Analizler

Analizler en az u¢ tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmis ve istatistiksel olarak standart
ortalama ve standart sapma (ortalama + SS) seklinde
hesaplanmigtir. Istatistiksel analiz i¢in GraphPad
Instat version 3.05 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Student’s -¢ testi, ikili
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gruplarin ortalamalarinin kargilagtirilmasinda
kullanilirken;  Ug¢lii  gruplarin  ortalamalarinin
kargilagtirilmasinda ise ANOVA yapilmistir. Elde
edilen skorlar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmigtir. Istatistiksel olarak P < 0.05
giiven araligindan kigik olan veriler anlamli; P <
0.01 giiven araligindan kiicik olan veriler ise g¢ok
anlaml olarak kabul edilmistir (*P < 0.05; **P <
0.01).

BULGULAR
Ekstre Verimliligine Iligkin Bulgular

Gaziantep 1ili ve c¢evresinde dogal olarak yayilis
gbsteren Clinopodium serpyllifolium subsp.
serpyllifolium bitkisinin dH20 ve EtOH ¢o6ziciler
kullanilarak cicek ve gévde kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin, baslangic miktarlari ve ekstraksiyon
sonrasi elde edilen miktarlarina bagh olarak elde
edilen ekstre verimlilikleri yiizde (%gr grl) olarak
Sekil 2’de verilmistir. Bitki tiirtiintin gévde kismindan
elde edilen yiizde (%) ekstrakt veriminin c¢icek
kismindan elde edilen ekstraktlara gére daha fazla
oldugu ve en ylksek verimin gévde kismindan dHz20
kullanilarak elde edilen ekstraklarda (%8.59) oldugu
goriilmektedir (Sekil 2).

Govde-Etanol Govde-Su

» Kuru agirlik (gr)

Sekil 2. Bitkinin yiizde (%gr gr!) ekstre verimliligi
Figure 2. Percentage (gr gr %) extract yield of the plant

Antikanser Aktiviteye Iligkin Bulgular

C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium bitkisinin
farkli kisimlarindan elde edilen bitki ekstrelerinin
A549, H1299 ve C6 kanser hiicre hatlarina kars:
sitotoksik aktivite potansiyeline bagl olarak kanser
geligimi tzerine etkinlikleri doz ve zamana bagh
olarak analiz edilmis ve test edilen her bir ekstre i¢in
hiicrelerin %50’sinin ¢ogalmasini inhibe etmek igin
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gerekli olan doz miktar1 hesaplanmigtir. Calismadan
elde edilen bulgular ICso (ug/mL) + S.S. (standart
sapma) olarak Cizelge 1’de sunuldugu gibidir.

Bitkinin ¢igek ve g6vde kisimlarimin antikanser
aktivitesini belirlemeye yonelik yapilan analizlerde,
ekstrelerin 5.28+0.10 pg ml? ile 37.92+1.18 pg ml?
arasinda degisen ICso degerleriyle giiglii sitotoksik
etkiye sahip olduklar1 ve A549, H1299 ve C6 olmak
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uzere her uc¢ kanser hiucrelerdeki, hiicre canlilik
aktivitelerinin azaltarak, hiicreleri 6lime tesvik ettigi
gozlenmigtir. Calisma bulgular1 dogrultusunda;
bitkinin ¢icek ve gévde kisimlarindan elde edilen bitki
ozutleri en yliksek oranda A549 hiicre hattina
(IC50=5.284+0.10-10.20+0.51 pg ml1) karst etkili
bulunurken; C6 (IC50=25.63+0.40— 37.92+1.18 pg ml)
hiicre hatlarina kars: ise en diigiik oranda antikanser

aktivite  gosterdigi  ortaya  konulmustur. C.
serpyllifolium  subsp.  serpyllifolium  bitkisinin
kullanilan farkli kisimlarina gore ise; ¢icek kisminin
5.28+0.10 ile 28.01+0.64 pg ml! araliginda degisen
ICs0 degerleri ile gévde kismina kiyasla daha yuksek
antikanser aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir
(Cizelge 1).

Cizelge 1. Bitki ekstrelerinin akciger kanseri ve beyin glioma hiicre hatlarina karg: antikanser aktiviteleri
Table 1. Anticancer activities of plant extracts against lung and brain glioma cell lines

Hiicre hatlan

Bitki kisimlar ve 6zitler

ICso degerleri 2 (ug mL1)

Cell lines Plant parts and extracts 1050 values * (ug mL?)
. EtOH 6.40 £ 0.47*
A549 Gigek (Flower) dH:0 5.28 +0.10"
Gévde (Stem) EtOH 10.20 £ 0.517
dH20 9.15+0.36™
. EtOH 14.78 + 1.03*
H1299 Cicek (Flower) dH.0 14 05 4 0,76
Gévde (Stem) EtOH 20.98 +£0.24™
dH20 18.32 + 0.09"
. EtOH 28.01 + 0.64"
6 Cigek (Flower) dH:z0 25.63+ 0.40™
Gévde (Stem) EtOH 37.92+1.18"
dH20 30.07 +£1.23"
. EtOH 9.08 £ 0.90™
HUVEC Cicek (Flower) dHL0 293 1 0,05
Gévde (Stem) EtOH 15.02 £ 0.34"
dH20 12.61 +0.56™
Doksorubisin b 7.04 £0.29

a Veriler ICs0 (ng mL1) = S.S. (standart sapma) olarak ifade edilmistir (n=3).

b Doksorubisin, pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
*P <0.05ve ** P<0.01

Antiproliferatif Aktiviteye Iligkin Bulgular

Bitkinin c¢icek ve gévde kismindan elde edilen farkl
ekstrelerin antiproliferatif aktiviteleri; A549, H1299
ve C6 kanser hicrelerinde hicrelerin canhihiklar
uzerine etkileri konsantrasyon ve muamele stirelerine
bagl olarak analiz edilmigtir. Hiicreler, 24, 48 ve 72
saat olmak tUzere farkli zaman araliklarinda,
uygulanan ekstre konsantrasyonuna bagh olarak
sayllmig ve kanserli hiicre soylarindan elde edilen
hiicre canlilik oranlari, kontrol hiicre hatti olan
HUVEC  hiicrelerindeki  canliik  oranlari ile
kiyaslanmigtir. Calisma kapsaminda, 48 saat ekstre
uygulamasi sonrasinda elde edilen bulgular yiizde (%)
hiicre canlilig1 olarak Sekil 3’te verilmigtir.

MTT analizlerinden elde edilen bulgulara benzer

sekilde; C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium
bitkisinin ¢icek kismindan dH20 kullanmilarak
hazirlanan ekstrakt, kanser hicrelerinde hicre

¢ogalmasini en yiksek oranda engelleyen ve béylece
glcli antiproliferatif aktivite gésteren bitki ekstrakti
olarak tespit edilmigtir. Bitki materyalinin gévde
kismindan EtOH ile elde edilen ekstrakt ise; test
edilen her ti¢ hiicre hattinda da en az antiproliferatif
kapasiteye sahip 6ziit olarak belirlenmistir. Bitkiden
elde edilen farkli ekstrelerin genel olarak hicre
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canhiliklar:1 degerlendirildiginde ise, %16-23 arasinda
degisen hiicre canlilik oranlariyla hiicre canliliginin
en yuksek oranda azaltilabildigi kanserli hiicre
hattinin A549; en az azaltilabildigi hiicre hattinin ise
%40-56 arasinda degigsen canlilik oranlar1 ile C6
hiicreleri oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Apoptotik DNA Fragmentasyonuna Iligkin Bulgular

Farkh konsantrasyonlarda 6ziitler ile muamele edilen
A549, H1299 ve C6 kanser hiicre soylarinda antijen-
antikor kompleksi esasina dayanan ELISA testi ile
apoptoz seviyesi Ol¢ilmustiir. Sunulan calismada,
doksorubisin pozitif kontrol olarak kullanilirken;
bitki ekstrakti ile muamele edilmemis olan hicreler
ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Bulgular,
farkli dozlarda Dbitki ekstresi uygulanan hicre
orneklerinden elde edilen veriler ile kiyaslanmig ve
uygulanan tim bitki konsantrasyonlar1 i¢in negatif
kontrole kiyasla istatistiksel acidan cok énemli (P <
0.01); pozitif kontrol olarak kullanilan doksorubisine
oranla da 6nemli (P < 0.05) olarak bulunmustur.
Ayrica, bitkinin her iki aksamindan elde edilen bitki
ekstrelerinin, A549, H1299 ve C6 olmak tlizere her tg
kanser hiicre hattinda da muamele edilen ekstre
konsantrasyonuna baglhh olarak apoptotik hiicre
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6limini artirdigr belirlenmistir. Uygulanan farklh
ekstre konsantrasyonlarina gore, apoptotik DNA
fragmentasyonuna baglh olarak elde edilen apoptotik

hiicre 6lim seviyelerindeki degisimler her bir hiicre
hatt1 icin rélatif absorbans degerleri olarak Cizelge
2’de gosterilmektedir.

Hiicre Canlilig: (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Cigek-Etanol

Cigek-Su

= A549 mH1299 = C6

Govde-Etanol

HUVEC

Govde-Su

HUVEC

Sekil 3. Bitki ekstrelerinin akciger ve beyin glioma hiicre hatlarinda hiicre canlilik oranlar:

Figure 3. Cell viability rates of the plant extract in lung and brain glioma cell lines

* Veriler 48 saat uygulama sonrasinda hiicrelerdeki ytizde canlilik olarak ifade edilmistir.

** HUVEC hicreleri kontrol hiicreler olarak kullanilmig ve canlilik oranlar1 %100 olarak kabul edilmigtir.

Apoptotik hiicre o6limiu tzerine C. serpyllifolium
subsp. serpyllifolium bitki ekstrelerinin etkinliginin
ortaya konuldugu bu calismada, antikanser ve
antiproliferatif aktivite bulgularina benzer sekilde;
apoptotik hiicre O6limiinin en fazla gergeklestigi
hiicre hattinin A549 hicreleri oldugu tespit edilmis
ve bunu sirasiyla H1299 ve C6 hiicrelerinin takip
ettigi  belirlenmigtir.  Ayrica, 100 pg mL?
konsantrasyonda test edilen tim ekstrelerin A549
hiicre soylarinda ayni dozda doksorubisinden daha
etkili bir sekilde mono ve oligoniikleozom olusumunu
artirarak apoptozu tetikleyebildigi gézlenmistir. Ayni
dozun, HUVEC kontrol hiicrelerinde hiicre canliligini
etkilemedigi de ¢alismalarda ortaya konulan bulgular
arasindadir. Calismada kullanilan hiicre hatlarinda
apoptotik DNA fragmentasyonuna bagh olarak
gozlenen mono ve oligontikleozom miktarinin, dH20-
cicek  ekstrelerinde en yiiksek; EtOH-govde
ekstrelerinde ise apoptotik etkinin en diisiik oldugu
belirlenmigtir.

TARTISMA

Kanser, gelismis ve gelismekte olan tulkelerin her
ikisinde de glinlimizin en o6nemli saghk
sorunlarindan  biri  haline gelmigtir. Olusum
mekanizmalari, gelisimi ve sonuglari agisindan
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kanser; Dbireyler arasinda farkhi siiregler ile
karakterize edilen, hiicresel ve molekiler diizeyde
heterojenite ve ¢esitlilik gosteren multifaktoéryel bir
hastaliktir (Tewary ve ark., 2017). Kanser, hiicrelerin
asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immin sistemin
gozetiminden ka¢malarina ve nihai olarak da
uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar
olusturmalarina yol acan metabolik ve davranigsal
degisikliklerin meydana geldigi ¢ok basamakli bir
siirectir (Searle ve ark., 1982; Sung ve ark., 2021). Bu
slireg, biyiime baskilayicilarindan ka¢inma, immiin
yikimdan korunma, genom kararsizligi ve mutasyon,
hiicre 6liimiine (apoptoza) direng, anjiyogenezin
indiklenmesi, proliferatif sinyallerin bozulmasi,
replikatif  6lumsuzlik, tiumor tesvik edici
inflamasyon, hiicresel enerji mekanizmasinin
bozulmasi, invazyon aktivasyonu ve metastaz
olusumu ile karakterizedir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Saglikhh hiicrelerde, metabolizmada hiicrelerin
buyumesi ve ¢ogalmasi bir diizen icerisinde ve c¢esitli
kontrol basamaklariin kontroli dahilinde
gerceklesmektedir. Ancak kanser durumunda,
hiicreler anormal gekil ve hizda buylimeye ve
kontrolsiiz sekilde ¢ogalmaya baslayarak, timoér adi
verilen kitle olusumuna yol agmakta, buna paralel
olarak doku ve organlar da goérevlerini normal olarak
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yerine getirememektedir (Smith ve Simons, 2018;
Ramakrishna ve ark., 2021).

Tibbi ve aromatik bitkiler ihtiva ettikleri zengin
biyoaktif bilesikler ve sekonder metabolitler ile
kanser bagsta olmak tUzere pek c¢ok hastaligin
tedavisinde ve gelisiminin engellenmesinde
‘tamamlayic1 tip (bitkisel tedavi)’ olarak yadsinamaz
derecede 6nem arz etmektedir. Yapilan arastirmalar
sadece kanser hastalarinda degil, saghkl bireylerde
de bitkisel tirtin kullanimina yo6nelik artan bir ilginin
oldugunu géstermektedir (Greenwell ve Rahman,

2015; Roy ve ark., 2018; Gezici ve Sekeroglu, 2019a).
Bu dogrultuda, tamamlayici tip alaninda da énem arz
eden Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium
bitkisinin, ¢igek ve gévde kisimlari farkli ¢oziiciiler ile
ekstrakte edilen ozutler kullanilarak antikanser,
antiproliferatif ve apoptotik aktivitelerinin ortaya
konuldugu bu ¢aligmadan elde edilen veriler 1s181nda,
tip alaninda kanser arastirmalarinda ve farmasotik
alanda ila¢ yapiminda kullanilma potansiyelinin
literatiire kazandirildig1 diisiniilmektedir.

Cizelge 2. Bitki ekstrelerinin akciger ve beyin glioma hicre hatlarinda apoptotik hiicre 6lumiu tizerine etkileri
Table 2. Effects of the plant extracts on apoptotic cell death in lung and brain glioma cells

Bitki 6ziit Absorbans Degeri #+ Standart Sapma

Konsantrasyonlari

(Concentrations of (Absorbance? + Standard Deviation)
a the plant extract) Cicek-EtOH  Cicek-dH20 Govde-EtOH Govde-dH20
)
és 3 Opgmlthb 0.968+0.002  0.830+0.045 0.874+0.016 0.801+0.098
& = 10pugmL? 2.382+0.056  2.590+0.008 2.040+0.010 2.083+0.002
S 8 20 pg mLt 3.270+0.028  4.028+0.091 3.005+0.076 3.296+0.036
a @ 50 pg mL1 4.102+0.014  4.805+0.007 3.941+0.025 4.069+0.021
% g 100 ug mL1 5.351+0.080  5.648+0.050 5.062+0.019 5.302+0.095
< Doksorubisin ¢ 5.021£0.012 (100pg/mL konsantrasyonda)

Bitki 6ziit Absorbans Degeri + Standart Sapma

Konsantrasyonlar:
g (Concentrations of (Absorbance? + Standard Deviation)
® ’2 the plant extract) Cicek-EtOH  Cicek-dH20 Govde-EtOH Gévde-dH20
% 'y OpgmLtb 0.902+0.035  0.845+0.017 0.904+0.088 0.851+0.052
g % 10 pg mL? 1.640+0.007  1.651+0.090 1.325+0.010 1.412+0.024
] O 20 ug mL1 2.561+0.054  2.963+0.027 2.110+0.049 2.408+0.095
% § 50 pg mL1 3.258+0.006  4.037+0.039 2.851+0.070 3.170+0.016
. E 100 ug mL1 4.369+£0.078  4.805+0.066 3.967+0.021 4.164+0.003
T 2 Doksorubisin © 4.016£0.037 (100pg/mL konsantrasyonda)

Bitki 6ziit Absorbans Degeri 2+ Standart Sapma

Konsantrasyonlari

(Concentrations of (Absorbance? + Standard Deviation)

the plant extract) Cicek-EtOH  Cigek-dH20 Govde-EtOH Govde-dH20
% > 0pgmLth 0.876+0.092  1.001+0.064 0.811+0.001 0.780+0.050
o .8 10 pg mLt 1.395+0.015  1.624+0.077 0.948+0.009 1.014+0.061
g ; 20 pg mL? 2.240+£0.060  2.650+0.083 1.645+0.079 2.060+0.014
E 8 50 pg mL? 2.820+0.080  3.142+0.020 2.340+0.036 2.785+0.010
© 8 100 pg mL? 3.180+0.071  3.592+0.011 2.701+0.009 2.974+0.006
© <  Doksorubisin ¢ 3.925+0.049 (100pg/mL konsantrasyonda)

aVeriler 24 saat uygulama sonrasinda hiicrelerdeki DNA fragmentasyonunu ifade eden mono ve oligoniikleozom

zenginlesmesi + standart sapma olarak ifade edilmigtir.

b0 pg mL ! 6ziit uygulanan hiicreler, negatif kontrol olarak kullamilmistir.
¢ Doksorubisin (100 pg ml-1), pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Bitkinin  sitotoksik  kapasitesine baglhh  olarak
antikanser 6zelliginin ortaya konulmasina yo6nelik
Shehab ve Abu-Gharbieh (2012) tarafindan yapilan
calismada bitkinin toprak dsti  kisimlarindan
hazirlanan su ekstresinin ve yaginin insan kolorektal
(HCT-116) ve insan meme (MCF-7) kanseri hiicre
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hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmigtir.
Yapilan ¢alismada bitkinin yaginin HCT ve MCF-7
hiicrelerinde sirasiyla 10 ug ml! ve 12.7 pg ml! ICso
degerleri en yluksek oranda sitotoksik etkiyi
gosterirken, su 6ziita ise HCT ve MCF-7 hiicrelerinde
sirasiyla 11 pg ml?! ve 19.6 ug ml! ICso degerleri ile
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en az sitotoksik etkiyi gostermigtir. Ayrica El-Huneidi
ve ark. (2020) tarafindan, bitki tiiriiniin farkh
konsantrasyonlardaki ekstrelerinin insan meme
(MCF-7) ve kolorektal (HCT-116) kanser hiicre
hatlar1 uzerindeki sitotoksik aktiviteleri; MCF-7
hiicrelerine kargi 99.7 ug ml! ve 208.9 ug ml?
araliginda degisen ICso degerleri ile, HCT-116
hiicrelerine karsi ise sirasiyla 98.8 ug ml! ve 403.8 pg
ml! arasinda degigsen ICso degerleri ile belirlenmigtir.
Calisma kapsaminda arastirilan bitki ekstrelerinin
sahip oldugu gui¢li sitotoksik etkinin, bitkinin ihtiva
ettigi fenolik asitlerden, flavonoidlerden, monoterpen
ve seskiterpen olmak tlzere zengin biyoaktif
bilesenlerden kaynaklandig1 dustintilmektedir.

C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium bitkisinin
farkli hicre hatlarina  karsi  antiproliferatif
kapasitelerinin ortaya konulmasina yoénelik yapilan
onceki calismalarda, bitkinin sulu ekstresinin insan
globlastoma (U-87) hiicre hattinda &énemli 6l¢iide
hiicre canlihgimi azaltarak antiproliferatif aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Ko¢ ve ark., 2017).
Bitkinin etanol ekstresinde RP-HPLC ile belirlenen
fenolik asit (gallik asit, kafeik asit, vanilik asit,
ferulik asit) ve flavonoid (kuersetin, rutin,
kaempferol, apigenin) bilesiklerinin cesitli kanser
hiicrelerinde hiicre canliligini azalttig1 gosterilmigtir
(Kampa ve ark., 2004; Mutalib ve ark., 2016).
Bitkinin ugucu yag: ile yapilan bagka bir ¢alismada,
pulegone (%33.40) bilesiginin M14, A2058 ve A375
hiicreleri {izerinde; linool (%30.29) bilesiginin ise
A549 ve HepG2 hiicre hatlarn  tzerinde
konsantrasyona baglh olarak antiproliferatif etki
gosterdigi bildirilmistir (Telci ve Ceylan, 2007;
Kladniew ve ark., 2014; Russo ve ark., 2016). Yine
bitkinin ugucu yagindaki ana  bilegenlerden
piperitone, piperitone oksit, a-pinen, B-pinen
bilesiklerin kanserli hiicre hatlarinda
proliferizasyonun baskilanmasina katki sagladigi
yoniinde calismalar mevcuttur (Lampronti ve ark.,
2006; Sobral ve ark., 2014; Yagi ve ark., 2016).
Bitkinin ugucu yag ve ekstrelerinde bulunan zengin
aktif bilegenlerin, gug¢li antiproliferatif aktivite
tizerinde 6nemli 6l¢lide etkisi oldugu gorilmektedir.
Bitkinin farkli kisimlarindan distile su ve etanol
cozuiculeri kullanmilarak elde edilen ekstraktlarin
A549, H1299 ve C6 hiicre hatlarinda hiicrelerin
cogalmasini engelleyerek ve hicrelerin canlhihigini
azaltic1 yondeki giigli etkileri, literatiirde yer alan
onceki raporlar ile uyumlu oldugu gortlmiustir.

DNA hasarina bagh olarak C. serpyllifolium subsp.
serpyllifolium bitki ekstrelerinin apoptotik hicre
6limiini tegvik edici kapasitelerinin de arastirildig:
bu calismada literatir acisindan ilk kez tarafimizca
gerceklestirilmigtir. Ekstraktlarin sahip oldugu
apoptotik aktivite; bitkinin biinyesinde yuksek
miktarda bulunan kuersitrin (%4.72), ferulik (%4.30),
rozmanirik (%4.23) ve benzoik asit (%2.08) basta
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olmak tuzere fenolik asitler, flavonoidler ve ucucu
yagindaki diger bilesikler ile aciklanabilir (Zhang et
al., 2018; El-Huneidi ve ark., 2020).

SONUC ve ONERILER

Son yillarda yapilan arastirmalar dogrultusunda,
tibbi aromatik bitkiler ve bitkilerden elde edilen
biyoaktif bilesenlerin insan saglig1 tizerinde oldukcga
faydali biyolojik etkilere sahip oldugu gérilmektedir.
Ozellikle endojen ve ekzojen kaynakli serbest radikal
turlerinin neden oldugu oksidatif stresin; kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar basta olmak tizere pek ¢ok hastaligin
olusumuna ve gelisimine yol ac¢tigi bilinmektedir.
Tibbi ve aromatik bitkiler ile diyetle alinan dogal
bilegikler ise; serbest radikal tiirlerinin neden oldugu
oksidatif hasarlar1 noétralize edebilecek bilegikler
ihtiva etmektedir. Ozellikle tamamlayic: tip alaninda
pek ¢ok hastaligin seyrinin yavaglatilmasinda ve
tedavisinde, tibbi o6zellige sahip bitkiler ve bu
bitkilerden izole edilen etken maddelerin oldukc¢a
onemli bir yere sahip oldugu goérilmektedir. Bu
baglamda, Gaziantep ve c¢evresinde dogal olarak
yetismekte olan ve halk arasinda ‘tas nanesi’ olarak
bilinen Clinopodium serpyllifolium subsp.
serpyllifolium bitkisinin ¢i¢cek ve gévde kisimlarindan
farkli coziiciuler kullanilarak elde edilen ekstrelerin
antikanser, antiproliferatif ve apoptotik aktiviteleri
ortaya konulmusgtur. Bitki tirta ile ilgili yapilan
literatiir taramalar1 dogrultusunda kanser gelisimini
onleyici etkiye sahip olup olmadigini ortaya koyan
herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan, sunulan
calismadan elde edilen bulgular literatiire yeni
bilgiler kazandirma potansiyelindedir. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular dogrultusunda, caligsilan bitki
turt kanser hicrelerinde sitotoksisiteye baglh olarak
hiicre c¢ogalmasimi engelleyici ve apoptotik hiicre
6limunt tegvik edici etkisiyle tip ve farmasotik
alanlarinda daha sonra yapilacak olan ¢aligmalara 6n
veri sunmaktadir.

TESEKKUR

Sunulan calisma Kilis 7 Aralik Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Yénetim birimi tarafindan
finansal olarak desteklenmistir (Proje kodu:
1928MAP1).

Aragtirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti

SG: Calisma alt yapisinin hazirlanmasi, laboratuvar
analizlerinin gerceklestirilmesi, istatistiksel
hesaplamalarin yapilmasi ve makalenin yazilmasi;
DK: Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi ve literatiirlerin
taranmasiy;, FY: Bitki materyal temini ve taksonomik
acidan bitkinin tanimlanmasi; NS: Calisma fikrinin
ortaya atilmasi ve makalenin dizenlenmesi. Tum
yvazarlar makalenin son halini okumus ve
yayinlanmasi i¢in onay vermiglerdir.
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Cikar Catismasi Beyan:

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar
catismasi olmadigini beyan ederler.
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