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SALVIA FRUTICOSA YAPRAK EKSTRAKTININ iINSAN PERIFERAL
LENFOSITLERINDE SITOTOKSIK ETKISi*

The Cytotoxic Effect of Salvia fruticosa Leaf Extract in Human Lymphocytes

Nadire KOPAR Eyyiip RENCUZOGULLARI
Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji Bélumi
OzZET

Bu galismada, S9mix varliginda ve yoklugunda Salvia fruticosa (Sf)
bitkisinin yaprak ekstraktinin insan periferal lenfositlerinde sitotoksik etkisi
arastinlmistir. Sf yaprak ektraktinin sitotoksik etkisi mitotik indeks (M),
proliferasyon indeksi (Pl) ve nikleer bolinme indeksinin (NBI) hesaplanmasi ile
saptanmistir. Bu amagla Sf yaprak ekstraktinin 1.5, 3.0 ve 6.0 yl/ml’lik dozlar 24
ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir.

S9mix yoklugunda Sf yaprak ekstrakti tek basina MI'i distrerek sitotoksik
etki yapmis fakat Pl ve NBI'ni dusirmemistir. S9mix varliginda ise sitotoksik
olmadigi, yliksek dozlarda ise Cyp’nin sitotoksik etkisini artirdigi saptanmistir.
Anahtar Kelimeler: Salvia fruticosa, insan periferal lenfositleri, mitotik indeks,

proliferasyon indeksi, nikleus bolinme indeksi

ABSTRACT

In the present study, the cytotoxic effect of Salvia fruticosa (Sf) leaf extract
were tested with absence and presence of S9 mix. The cytotoxicity of Sf leaf
extract was investigated by calculating the mitotic index (MI), proliferation index
(Pl) and nuclear division index (NDI). For this reason, the lymphocytes were
treated with 1.5, 3.0 and 6.0 yl/ml concentrations of Sf leaf extract for 24h and 48h
treatment periods.

In the absence of S9mix Sf leaf extract showed a ctotoxic effect via
decreasing the MI, however it did not decrease the Pl and NDI. In the presence of
S9mix, Sf leaf extract had no cytotoxic effect, however it induced the cytotoxicity of
Cyp.

Key Words: Salvia fruticosa, human peripheral lymphocytes, mitotic index,
proliferation index, nucleus division index.

Girig

insanlar yiizyillardan beri hastaliklara karsi elde ettikleri bitkiler ile gare
bulmaya calsmiglardir. Bitkiler ile hastaliklari tedavi etme yontemleri oldukca
basarili sonuglar vermistir. Bundan dolayi bitkilerin tedavide kullanimi ginimize
kadar devam etmistir. Birgogu tesadiifen, bircogu da merak sonucu denenerek
etkileri anlasilan dogal ilaclar, kulaktan kulaga yayilarak herkes tarafindan taninmis
ve yillar gectikgce daha farkli bitkilerin baska dertlere de deva olduklari anlagiimistir.
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*Yiiksek Lisans Tezi-Msc. Thesis

Sifali bitkilerin 6zellikleri ve kullanimlari hakkindaki ilk Avrupali, bilimsel
eser, De Materia Medika (Sifali Bitkiler) Yunanli hekim Dioscorides tarafindan M.S.
birinci ylzyilda derlenmistir. Onyedinci ylizyila kadar onun 500°’den fazla katalogu
yetkin bir bagvuru kaynagi olarak kalmistir. Orta ¢agi takip eden yuzyillarda sifal
bitkilerin dneminin devami, onbesinci ylzyillda matbaanin icadi ile yuzlerce sifali
bitkiler kitabinin basiimasi ile gosterilmistir. Theophrastus'un Bitkiler Tarihi adli
kitabi bu devirde basilan kitaplardan birisidir. 20. ylzyilda tip biliminin muazzam bir
sekilde gelismesine ragmen bitkilerin geleneksel tipta kullanimi halen devam
etmektedir (Jain ve ark.2007)

Dogaya dénisimiun bir slogan haline geldigi ginimuiz dinyasinda tibbi ve
aromatik bitkiler Turkiye'de de 6énemli bir yere gelmistir. TlUrkiye pek ¢ok bitkinin
gen merkezi olmasinin yaninda, bazi endemik tirlerin de bulundugu cografik
bdlgeleri icermektedir.

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler bilimsel bir slzgecten
gecirilerek yeniden degerlendiriimis ve fitoterapi bir bilim dali haline gelmistir. Bu
bilim dali giderek gelismekte ve daha fazla énem kazanmaktadir. Dinya saglik
orgutt (WHO) verileri, gelismekte olan Ulkelerde insanlarin %80’'nin bu terapi
yontemlerini kullandigini ve 3.3 milyar insanin da tibbi bitkilerden terapi araci
olarak yararlandigini ortaya koymustur (Celik ve Celik, 2007).

Dinya Saglk Orgiti'nin (WHO) arastirmalarina gére tedavi amagl
kullanilan tibbi bitkilerin sayisi 20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Ucucu yaglar, farkli bilesenleri iceren kompleks karigimlar olduklarindan
biyolojik etkileri yéninden de farklilik gdstermektedir (Bagci ve Digrak, 1997).
Ayrica aromatik bitkilerin ugucu yaglarinin ki bunlarin gogu Labiatae (Lamiaceae)
familyasina ait olup, antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari gosterilmistir (Elgayyar
ve ark., 2001). Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin gida glvenligini ylUksek oranlarda korumayi basardigi arastirilarak
bulunmustur (Alzoreky ve Nakahara, 2003). Kekik, karabiber, nane, sarimsak ve
adacay! hidrosollarinin Bacillus subtilis ve Salmonella enteritidis Uzerine etkileri
arastinlmis ve antibakteriyel etki gosterdigi gorulmustir (Al-Turkia, 2007). Bu
bitkiler dogal yiyecek ya da icecek olarak insan ve hayvanlardaki gut hastaligini
tedavi ettigi disinulerek halk arasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica
sarimsak, tarcin, kori, hardal, feslegen, zencefil ve diger baz bitkilerin
antimikrobiyal 6zellikler gosterdikleri belirtiimektedir (Marino ve ark., 1999).

Biberiye (Rosemarinus officinalis L.), adagayi (Salvia fruticosa), ve sumak
(Rhus coriaria L.) ekstraktlar fistik yagina uygulanmis ve tim ekstraktlar kontrole
oranla antioksidan aktivite gdstermislerdir (Ozcan, 2003). Sodyum nitritin
genotoksik etkisine karsi yesil biber ekstraktinin antimutajenik etki gdsterdigi
saptanmistir (Ramirez ve ark.,2001). Fakat nane ve ¢am bitkisinden ekstrakte
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edilen bazi ugucu yaglarin genotoksik etkiye sahip oldugu SMART test ile tespit
edilmistir (Lazutka ve ark.,2001).

Salvia cinsine ait bazi tirlerin timoér hicrelerinin gelisimini azalttigi, anti-
genotoksik ve anti-mikrobiyal etkileri oldugu saptanmistir (Kaileh ve ark., 2007;
Sivropoulou ve ark.,1997; Goze ve ark., 2009; Patenkovic ve ark., 2009).

Bununla birlikte Al-Hamood ve ark. (1998) Sf bitkisinden elde edilen
ekstraktlarin erkek ve disi siganlarda fertilitede azalmaya neden oldugu, canli fetus
sayisini azalttigi ve gebe siganlarda nefes alma sikhigini artirdigini saptamislardir.
Halbuki, Domaracky ve ark. (2007) Lamiaceae familyasina ait bazi Salvia
cinslerinden elde edilen yagin embriyo gelisimi Gzerine higbir etkisinin olmadigini
sadece hicre sayisini azalttiklari ve hicre 06limine neden olduklarini
saptamiglardir.

Perfumi ve ark. (1991) Sf ekstraktinin tavsanlarda glukozun intestinal
absorbsiyonunu azaltarak hipoglisemiye neden oldugunu bildirmiglerdir. Bir baska
arastirici grubu Salvia miltiorrhiza ekstraktinin normal sigan bobregi fibroblast
hicrelerinde anti fibrotik aktivite gésterdigini saptamiglardir (Hu ve ark., 2009).

Bugline kadar Salvia cinsi halk arasinda birgok hastalik tedavisinde
kullanilmis ve birgok calismayla da bu bitkinin insan saghdina yararlari oldugu
anlasiimistir. Bu genusta yer alan Salvia fruticosa ile ilgili galismalar olmasina
karsin planladigimiz sekilde bir arastirma daha énce yapilmamistir. Bu ¢alismanin
amaci Salvia fruticosa bitki ekstraktinin insan periferal lenfositlerinde sitotoksik
etkisini arastirmaktir..

Materyal ve Metot
Materyal

Bu galismada materyal olarak insan periferal kani, besiyeri olarak PbMax
kromozom medyumu ve test maddesi olarak da Salvia fruticosa bitkisinin yaprak
ekstrakti kullaniimistir.

Metod

Ayni yas grubunda, saglikli ve sigara icmeyen insanlardan alinan (1 bayan,
1 erkek) 1/10 heparinize edilmis periferik kanin 0.2 ml'si kromozom medyumuna
(Biochrom Cat. No F5023) ilave edilmigtir. Kanin ilavesinden hemen sonra son
konsantrasyonu 10 ug/ml olacak sekilde steril 5-bromo-2-deoksiuridin ilave edilerek
kultir 37°C’deki inkiibatérde 72 saat inkiibe edilmistir. Test maddesinin 6n ¢alisma
sonucu belirlenen non toksik 3 konsantrasyonu (1.5, 3.0 ve 6.0 pl/ml) kultur
ortamina kultirin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra ilave edilmis ve hicrelerin
test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Kultar
suresinin bitiminden 2 saat dnce (yani klltiriin 70. saatinde) her tipe hazirlanan
kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tipler hafifce sallanarak iyice
kanistirilmistir. Hlcreler 2 saat silresince (37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur. Kiultir slresi olan 72. saatin bitiminde kulttr tlpleri 1200 devir/dk
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(rpm)da 15 dk. santrifiij edilmis, stpernatant atiimistir. Dipte kalan ve hicreleri
ihtiva eden 0.5-0.7 ml'lik sivi iyice karigtirildiktan sonra tuplere, etlivde 37°C’de
tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve
karistirilarak yapilmistir. Aksi halde hicrelerde kimelesme olmakta ve amaca
uygun olmayan preparatlar hazirlanmaktadir. Her tipe 5 ml hipotonik eriyik ilave
edildikten sonra tlpler, agzi kapatilarak inkibatére konulmustur. Hicreler 10 dk.
hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir. Stirenin sonunda tipler 15 dk. 1200
devir/dk’da santriflij edilmis, stipernatant atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi
gibi yavas yavas ve karistirarak her tipe 5 ml olacak sekilde soduk fiksatif ilave
edilmistir. Oda sicakhgdinda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de
15 dk. santrifij edilmis ve supernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave
edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. 3. fiksatif muamelesinin sonunda tiipte
kalan sivinin tamamen berraklastigi gértlmastir. Eger sivi berraklasmamissa
tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif ilavesinden sonra
tipler santriflij edilerek Ustteki sivi atiimistir. Son santrifiiiden sonra dipte 0.5-0.7
ml sivi kalacak sekilde slpernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine
gegilmistir.

Tldpun dibinde toplanan hcreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen
hale getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hicre
stispansiyonundan gekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur
pipetinden daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanmis
lamlarin Gzerine 75 cm ylkseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak Uzere hicre
suspansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla) hucrelerin ve dolayisiyla
kromozomlarin lam Uzerinde yayllmasi saglanmistir. Hicre slspansiyonunun
lamlara damlatiimasi esnasinda damlalarin Ust tste dismemesine dikkat edilmigtir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Uzere 24 saat oda sicakliginda
bekletilmistir.

Bulgular ve Tartigsma

Salvia fruticosa yaprak ekstraktinin DNA replikasyonu Uzerindeki etkisi
proliferasyon indeksi'nin (PI), mitoz boliinme Uzerindeki etkisi ise mitotik indeks'’in
(MI) ve nukleus boélinme indeksi’'nin (NBI) bulunmasi yoluyla saptanmistir.

Sf yaprak ekstrakti tek basina her iki muamele surelerinde ve her iki kontrol
ile karsilastinidiginda PI'ni etkilememis, ayni sonu¢ MMC ile karisim halinde Sf ile
muamele edilen lenfosit kiltlrlerinden de elde edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Tek basina Sf yaprak ekstrakti 24 saatlik muamele siresinde tim
konsantrasyonlarda ve her iki kontrole nazaran MI'i disUrmdistir. 48 saatlik
muamele suUresinde ise her iki kontrole goére dusirmis fakat sadece son
konsantrasyondaki disis ¢6zlcu kontrol ile kiyaslandiginda istatistiki bakimdan
onemli bulunmustur. MMC ile mukayesede Sf yaprak ekstraktt ve MMC ile
muamele edilen kultirlerde MI'in sadece 48 saatlik muamele siresinmde ve en
yuksek dozda disurildigu saptanmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sf yaprak ekstraktl tek basina 24 saatlik muamele siliresinde en disuk ve
en yuksek dozlarda ve sadece ¢dzicu kontrola nazaran NBI'ni dusirmis, 48
saatlik muamele suresinde ise en yiksek iki dozda NBI'ni yine ¢ézlcl kontrola
nazaran duslirmustir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3).

Sf yaprak ekstrakti MMC’nin NBI (zerine etkisini 24 saatlik muamele
suresinde doza bagh olarak disiirmesine ragmen MMC ile karsilastirmada sadece
en yuksek konsantrasyondaki dusus istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.1.S9mix yoklugunda degisik dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (Ml)
ve nikleus boélinme indeksi (NBI).

Test Sure  Konsant. PI+SE MI+SE NBI+SE
maddesi saat  pl/ml
Kontrol - - 2.04+0.02 5.21+0.81 1.32+0.02
Metanol 24 6.0 1.72£0.02 5.28+0.30 1.43+0.08
MMC 24 0.2 ug/ml 1.4520.01 2.43+0.07 1.22+0.04
Sf 24 15 1.89+0.03 3.53+0.04 a3b3 1.37+0.00 b2
¢ 24 3.0 1.88+0.01 3.46+0.19 a2b2 1.43+0.01
24 6.0 1.68+0.08 2.61+0.43 a2b2 1.33+0.03 b1
SH+MMC 24 1.5 sf+Mmc*  1.48£0.02a1b1  2.53+0.04 a3b3 1.330.04
«“ 24 3.0 Sf+MMC* 1.40+0.02 a1b1  2.88+0.06 a3b3 1.27+0.00 a2b3
« 2 6.0 SF+MMC* 1.44+0.02 a1b1 2 06+0.19 a3b3 1.17+0.00
a3b3c3
Metanol 48 6.0 2.38£0.08 5.29+0.13 1.46x0.03
MMC 48 0.2 pg/ml 1.33+0.00 2.50+0.05 1.26+0.05
Sf 48 15 2.27+0.21 5.00+0.17 1.45+0.08
48 3.0 2.14+0.02 5.41+0.10 1.35+0.00 b3
“ 48 6.0 2.03+0.18 4.18+0.35 b1 1.31+0.03 b1
S+MMC 48 1.5 Sf+Mmc*  1.29£0.02a1b1  2.24+0.16 a3b3 1.23+0.02 b2
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) 48 3.0Sf+mmcr  1.34:0.03a1b1  295+0.37 a2b2 1.23+0.03 b2
‘ 48 6.0 Sf+MMC*  1.07£0.02a1b1  1.61+0.00 a3b3c3 1.24%0.07

a: Kontrol ile karsilastirmada fark énemli; b: C6zucu kontrol ile karsilastirmada fark
onemli; c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3:
P<0.001

*MMC (Mitomycin C): 0.20 pg/ml
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Sekil 4.1.89mix yoklugunda farkli dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde Pl

-26 -



C.U Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi Yi1:2012 Cilt:28-4

6 -
5 .
=4
X
=3
22 |
1 - W 24 saat
0 - N N N R N 5 5 M 48 saat
C L& © WS
S & ¢ N N N NS
R S (G PN O G S
QO Q Q
(’\ N M o
N
N
Konsantrasyon

Sekil 4.2.89mix yoklugunda farkl dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde Ml
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Sekil 4.3.89mix yoklugunda farkl dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde NBI

Sf yaprak ekstrakti ile veya Sf ve Cyp ile karisim halinde muamele edilen
insan lenfositlerinde PI'nin her iki kontrola nazaran istatistiki bakimindan
dusurilmedigi saptanmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4).

MI ve NBI ise Sf+Cyp ile karigim halinde muamele edilen kdlturlerde ve
sadece en ylksek dozda hem kontrole, hem ¢béziicli kontrole ve hem de Cyp
kontrole nazaran 6nemli derecede disirilmustir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Diger
dozlarda ve Sf ile tek basina muamele edilen kiltirlerin tim dozlarinda MI ve
NBI'nin etkilenmedigi saptanmistir.

Daha o6nce vyapilan calismalarda Lamiaceae familyasi tirlerinin
ekstraktlarinin genellikle anti-proliferatif etki gosterdikleri bildirilmistir (Amirghofran
ve ark., 2007; Haznagy-Radnai ve ark., 2006). Filistin’de bazi hastaliklari tedavi
etmek amaciyla kullanilan bitkilerden segilen 24 turGn anti-tumor (sitotoksik) ve
anti-inflamatuar aktiviteleri farelerde fibroblast hicreleri (L929sA) ve insanda iyi
huylu (MCF7) ve kétu huylu (MDA-MB231) gégus kanseri hiicreleri Uzerinde test
edilmis ve yapilan galismalarda 24 tdr igerisinden Salvia fruticosa en yulksek
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gorilmustir (Kaileh ve ark.,2007). Anti-oksidant
maddeler bircok mekanizma ile hicreyi kanser olusumuna karsi korurken, DNA
tamir mekanizmalarinda gdrev alan bircok enzim dahil dider enzimlerin
sentezlenmesini duzenledigi bildirilmigtir (Bianchini ve Vainio, 2001; Khanum ve
ark., 2004; Sowjanya ve ark., 2009). Muhtemelen S.fruticosa yaprak ekstrakti
yuksek dozlarda mutajenik bir madde olan Cyp’nin etkisinden organizmayi
korumak igin sitotoksik etki gosterdigi ve hicreleri 6ldirdigu soylenebilir. Nitekim
Domaracky ve ark. (2007) Salvia turlerinden elde edilen yaglarin hiicre sayisini
azalttiklari ve hiicre 6limuine neden olduklarini saptamiglardir.

Cizelge 4.8.S9mix varliginda degisik dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi  ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde proliferasyon indeksi (Pl), mitotik indeks (MI) ve
nikleus boélinme indeksi (NBI).

Test Konsantrasyon o, o MILSE NBIESE
maddesi pg/mi

Kontrol - 1.60£0.14  3.15:0.08 1.11£0.04
Metanol 6.0 1.32£0.06  2.91+0.37 1.14£0.00
Cyp 28 pg/ml 1.3240.11  2.71:0.23 1.090.06
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SfEkst. 15 1.42:0.11  2.9340.26 1.11+0.01
' 3.0 1.33£0.09  3.29+0.90 1,09£0.02
’ 6.0 1.59:0.21  343+0.59 1.100.00
2Lst.+Cyp 15stcypr 9009 5631042 1.08+0.01
30sf+cypr  1.40:0.05  316+0.26 1.08+0.01

6.0 Sf+Cyp* 1.35£0.17  223+0.03 a3b3c3 1.06+0.00 a1b2c1

a: Kontrol ile kargilastirmada fark énemli; b: Cozlicu kontrol ile kargilastirmada
fark 6nemli; c: Pozitif kontrol ile kargilastirmada fark énemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01;
3: P<0.001

*Cyp (Cyclophosphamide): 28 ug/ml

Bircok hastaligin tedavisinde kullanilan bu bitki 6zellikle gaz giderici, kan
temizleyici, antimikrobiyal, istah acici olarak kullaniimaktadir. Ayrica solunum
rahatsizliklarinda, kanser tedavisinde, karaciger rahatsizliklarinin tedavisinde de
tercih edilen bir bitkidir. Fakat farkl bolgelerde yasayan bitkilerin iceriklerinin farkl
oldugu dusindldiginde bu bitkinin yukarida sayilan faydalari diginda zararlari
olabilecedi ve hatta norotoksik etki bile gdsterebilecedi sdylenebilir. Hatta
gebelerde nefes alma konusunda bazi sikintilara ve embriyo gelisiminde dususe
de neden olabilmektedir.

Bu Ozellikler dusinuldiginde mUmkin oldugunca asiriya kagmadan
kontrolli bir sekilde kullaniimasi fakat gebelik suresince ise kullaniimamasi
Onerilmektedir.
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Sekil 4.4.S9mix varliginda farkli dozlarda Sf yaprak ekstrakti veya Sf yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi  ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde PI, Ml ve NBI.
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