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Ozet

Adacayi; Lamiaceae ailesine ait, aromatik, akdeniz kdkenli bir bitkidir. Tum diinyada, adagayi, gesitli

hastaliklara deva bulmak ve hastaliklardan korunmak amaciyla yizyillardir geleneksel tedavide
kullanilmaktadir. Adagayi; sineol,borneol,rozmarinik asit, karnasol ve karnosik asitte dahil olmak lizere
bir ¢ok aktif bilesen ve esansiyal yag icerir. Bu igerigi sayesinde antioksidan, antibakteriyel, anti-
inflamatuar, antitiimor gibi bir cok yararli 6zellige sahip olmakla birlikte Alzheimer ve diyabet gibi gesitli
Anahtar kelimeler hastaliklarda da etkilidir. Bunun yani sira, Adagay! bitkisinin bir cok kanser hiicre hatti tizerinde etkili
U-2 OS; Adacayi, oldugunu belirten bircok calisma mevcuttur. Bu calismada ise adagayi bitkisinin, birincil kemik
Osteosarkoma; Notral  tiimorlerinin en malignant ve en yaygin goriinen tiir olan osteosarkoma hiicreleri tizerindeki sitotoksik
kirmizisi, Sitotoksisite.  etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla geleneksel tedaviden esinlenerek adagay! infiizyon
solisyonu olarak hazirlanmis ve U-2 OS osteosarkoma hiicre hatti 3 giin boyunca gesitli hacim
oranlarinda (1/1000, 1/100, 1/75, 1/50 ve 1/25 hacim/hacim) inflzyon solisyonuna maruz birakilmistir.
Bu silire sonunda hiicre canliligi noétral kirmizisi canlilik testi ile Olgtlmistir. Noétral kirmizisi canlilik
testine gore 1/1000, 1/100, 1/75, 1/50 and 1/25 hacim oranlarinda verilen inflizyon sollisyonu U-2 OS
hiicrelerinin canhhgini sirasiyla %3, %4, %26, %27 ve %29 oraninda azaltmistir. Elde edilen sonuglar,

adacay bitkisinin osteosarkoma hiicreleri Gzerinde sitotoksik etkisinin oldugunu desteklemektedir.

Investigation of the Cytotoxic Effect of Sage on Osteosarcoma (U-2 OS)
Cell Line

Abstract

Sage is an aromatic, Mediterranean plant which belongs to the Lamiaceae family. All over the world,
sage has been used in the traditional medicine for many centuries as a therapeutic and also a
preventing agent for several diseases. Common sage possess many active components and essential oils
including cineole, borneol, rosemarinic acid, carnsole and carnosic acid. Due to these components and
essential oils, Common sage has many properties such as antioxidation, antibacterial, anti-
Keywords inflammation, anti-carcinogen and it is effective on various illnesses such as Alzheimer, diabetes etc.
U-2 OS; Sage; Furthermore, it was reported that common sage is effective for the killing of many type of cancer cells.
Osteosarcoma; Neutral  |n this study, we aimed to investigate the cytotoxic effect of common sage on Osteosarcoma which is
red, Cytotoxicity. the most common and high grade malignant primary bone tumor. For this purpose inspired by the
traditional medicine common sage was prepeared as infusion solution and U-2 OS osteosarcoma cells
were exposed to infusion solution on various concentrations (1/1000, 1/100, 1/75, 1/50 and 1/25 (v/v)
for 3 days. At the end of this time cell viability was measured by neutral red cell viability assay.
According to neutral red assay the 1/1000, 1/100, 1/75, 1/50 and 1/25 (v/v) given infusion solutions
were reduced the viability of U-2 OS cells by nearly %3, %4, %26, %27 and %29 respectively. The results
indicate that, sage has cytotoxic effect on osteosarcoma cells.
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1. Girisg

Adacgayi;, akdeniz kokenli, yaprak dékmeyen
aromatik bir bitkidir (Abu-Darwish et al., 2013;
Behradmanesh, Derees and Rafieian, 2013).
Lamiacae ailesine dahildir ve bu ailedeki diger
bitkiler gibi faydali bir cok esansiyel yag (sineol,
borneol, tijon), terpenik ve fenolik bilesen
(Karnasol, karnosik asit, rozmarinik asit vb.)
icerir (Abu-Darwish et al., 2013; Tularat et al.,
2013; Vladimir-Knezevic et al., 2014). Adacayi
genellikle mayis ayindan itibaren giceklenmeye
baslar. Cok yillik, yari ¢alimsi bir bitkidir. Bitki
edilebilir.
gri-gimus renklerdedir ve

ciceklenmeye basladiginda hasat
Yapraklari taylQ,
uzunlugu genisliginin yaklasik iki kati kadardir
(Yilmaz, D. Et al., 2015). Adacayinin bitkisel
tedavideki  yeri  binlerce  yil  Oncesine

dayanmaktadir ve llkemizde de halk arasinda

stkca  kullanihr.  Geleneksel tipta bogaz
enfeksiyonu, mide rahatsizliklari,  gesitli
inflamatuar  hastaliklar ve diyabet gibi

hastaliklar tedavi etmek amaciyla 6zellikle cay
olarak siklikla tercih edilmistir (Bauer et al.,
2012; Serakta et al, 2013). Yapilan bircok
bitkisinin
anti-inflamatuar,

yayinda Adacayi antiseptik,

antioksidan, antispazmotik
etkilere sahip oldugu ve diyabet ve Alzheimer
gibi hastaliklarda da etkili oldugu gosterilmistir
2012;
Behradmanesh, Derees and Rafieian, 2013;
Serakta et al.,, 2013; Tularat et al., 2013;

Vladimir-Knezevic et al., 2014). Bunun yani sira

(Stefanovi¢, Stanojevi¢ and Comic,

Adacay! bitkisinin antikarsinojenik 6zellige sahip
oldugu ve vyassi hicreli karsinom (UMSCC1),
hepatoselliler karsinom (HepG2), insan lenfoma
ve l6semi, Hep-2, Hela, HT-29, A-549 ve A-375
gibi kanser hiicre hatlarinda etkili oldugu rapor
edilmistir (Sertel et al., 2011; Shahneh et al.,
2013; Garcia et al., 2016; lJiang, Zhang and
Rupasinghe, 2017).

Ostesarkoma (OS) birincil kemik tlimorlerinin en
malignant ve en vyaygin gorinen tlrudar.
Genellikle c¢ocuk, ergen ve geng¢ vyetiskin
bireylerde goriliir (Ando et al., 2013; Hirahata
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2016). Birincil mezankimal kemik

hicrelerinden kdken alir ve genellikle uyluk

et al.,

kemigi, kaval kemigi ve kol kemiginde gorulir
(Ru et al., 2015; Li et al., 2016; Shaikh et al.,
2016). Kéti
egilimlidir. ileri

prognozilu olan OS metastaz
derecedeki OS hastalarinin
¢ogunlugunda akciger metastazi gorilir ve 5
yillik sag kalim oranlari yaklasik %20’dir (Ando et
al., 2013; Li and Wang, 2016; Li et al., 2016;
Kleinsimon et al., 2017).

agresif ve 6lim orani yiksek kanser tiriyle

Bu kotlu prognozlu,

micadele etmek adina varolan tedavilerin
gelistirilmesi ve yeni yaklasimlar tiretilmesi
calismada da
osteosarkoma tedavisi icin tlretilebilecek yeni

onem  tasimaktadir. Bu
yaklasimlara bir adim olmasi umuduyla Adacayi
bitkisinin osteosarkoma hiicre hatti (U-2 OS)
sitotoksik
amaclanmistir.

Uzerindeki etkisinin  incelenmesi

2. Materyal ve Metot

2.1. Hiicre hatti ve kiiltiir kosullari

Galismada U-2 OS, osteosarkoma hicre hatti
(ATCC® Numarasi: HTB-96™)
Hiicre Hatti Sabanci Universitesi Mithendislik ve

kullanilmistir.

Doga Bilimleri Fakiltesi, Molekiiler Biyoloji,
Genetik ve Biyomuhendislik Bolimi 6gretim
Devrim GOZUACIK'In
laboratuvarindan temin edilmistir. Hicreler 6

Uyelerinden Dog. Dr.

gozli hicre plakalarina her bir gézde 75000
hicre olacak sekilde ekilmis ve %10 fetal sigir
serumu iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s medium Lonza, Belgium) besi vyeri
eklenerek, 37 °C deki %5 CO; iceren inklibatorde
kiltire edilmistir.

2.2. Adagayi infiizyonunun hazirlanmasi

Adacayi (Salvia Officinalis) bitkisi Tiirkiye, izmir,
Ozdere (rakim: 172 m) bélgesinden kiltiir bitkisi
olarak temin edilmis ve geleneksel tedavi
yontemlerinden esinlenerek inflizyon c¢ozeltisi
arasinda

hazirlanmistir.  Bunun icin  halk

kullanilan miktar géz 6niinde bulundurularak 1,5
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gr taze bitki, 90°C’ deki 50 ml ddH,0 igerisinde
10 dakika bekletilmistir.
hiicrelere verilmek Uzere 22 uM por c¢apl

Sazaldikten sonra

filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.

2.3. Adacgay infiizyonunun sitotoksik etkisinin
U-2 OS hiicrelerinde arastiriimasi

Optimum hiicre 6limine neden olabilecek
dozun belirlenmesi igin kiltirin 2. giininde,
kontrol grubu harig tutularak, hlcrelere 1/1000,
1/100, 1/75, 1/50 ve 1/25 hacim/hacim
oranlarinda adagayi
kontrol grubu da dahil olmak Uzere hacimler

infizyonu verilmis ve

ddH,0 ile esitlenmistir. Hicreler adacayi'na 3
glin boyunca maruz birakilmis ve bu siire
icerisinde besi ortami her giin yenilenmistir. Ug
glnlik inklGbasyon siliresi sonunda sitotoksik
etki nétral kirmizisi canhlik testi ile 6lglilmustir.

2.4. Sitotoksisite testi

Sitotoksisitenin 6lglilmesi igin notral kirmizi
hicre canlilk testi kullanilmistir. Nétral kirmizisi
hiicre canlilik testi bir kaltirdeki canl hiicrelerin
sayisinin kantitatif olarak tahmin edilmesine
olanak taniyan ve sitotoksisite testlerinde sikca
kullanilan bir yéntemdir. Pek ¢ok farkli orjinden
gelen hicre hatt

uygulanabilmektedir

ve primer kdltlr igin
(Repetto et al., 2008).
Katyonik bir boya olan nétral kirmizisi, canli
hicreler tarafindan aktif transportla hiicre igine
alinir ve lizozomda birikerek canli hicrelerin
miktarinin olglilebilmesini saglar (Miller et al.,
2015; 2015).
protokoliine oncelikle  besi

van Tonder et al, Testin

gore, yerleri
uzaklastirilarak 1’er ml nétral kirmizisi sollisyonu
eklenmis ve 2 saat inklbasyona birakilmistir. 2
saat sonunda kirmizi renkli ¢okeltilerin gozle
gorlinlr hale geldigi tespit edilmistir. Notral
kirmizisi  soliisyonu ortamdan uzaklastirilarak
¢cOkeltilerin ¢ozinmesi icin 1’er ml notral
kirmizisi ¢ozdiirme c¢ozeltisi (%50 etanol, %1
asetik asit, % 49 ddH,0) eklenmistir. Kirmizi

cokeltilerin tamamen ¢ozlinmesi icin yarim saat

oda sicakhginda inkibe edilmistir. Coziinme
tamamlandiktan sonra 540 nM’deki absorbans
degerleri spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS,
UVmini-1240,
Hicre canlihk vyizdeleri

Japan) cihazinda Olgllmistir.
kontrol grubu baz

alinarak hesaplanmistir.

Calisma ikiden fazla grup icerdigi icin istatiksel
analizi one way anova testi SPSS kullanilarak
vapilmistir. Deney gruplari arasindaki anlaml
farklar

belirlemek i¢cin post tukey testi

gerceklestirilmistir.

3. Bulgular

Notral kirmizisi canlihk testine goére 1/1000,
1/100, 1/75, 1/50 and 1/25 hacim oranlarinda
verilen adacay! inflizyonu U-2 OS hiicrelerinin
canhhgni normale goére sirasiyla %3, %4, %26,
%27 ve %29 oranilarinda azaltmistir (bknz Tablo
1). Hlcre canhlgi 1/1000 oraninda adacayi
%97'ye, 1/100
oraninda inflizyon eklenen grupta %96'ya, 1/75

infizyonu eklenen grupta
oraninda eklenen grupta %74'e, 1/50 oraninda
eklenen grupta %73'e, 1/25 oraninda eklenen
grupta ise %71'e dismistiir. Optimum hiicre
o6limiine neden olan adacayi inflzyonu oranin
arasindan 1/75

denenen konsantrasyonlar

oldugu gorilmektedir.

Tablo 1. Cesitli hacim oranlarinda Adagay: verilen U-
2 OS hicrelerinin neutral red testi ile belirlenen
canlilik ylzdeleri

% hiicre canliligi

100 o7 9%
20 74 71
60
40
20

0

73
normal 1/1000 1/100 1/75 1/50 1/25

Adacayi konsantrasyonu (v/v)
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istatiksel olarak Anova testi sonuglarina goére
deney gruplarinin kontrol grubundan anlamli
dizeyde farkh oldugu gorialmistir (P degeri <
0.05 ). Deney gruplari arasindaki anlamli farklari
belirlemek icin post tukey testi yapiimistir. Elde
edilen P degerleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. P degerleri tablosu

(1: Kontrol grubu, 2: 1/1000 oraninda adacay!
3:1/100 oraninda
4: 1/75
oraninda adacay! inflizyonu eklenen grup, 5:

inflizyonu eklenen grup,
adacay! inflizyonu eklenen grup,

1/50 oraninda adacay! inflizyonu eklenen grup,
6: 1/25 oraninda adacay! inflizyonu eklenen
gruptur.)

1 2 3 4 5 6
(Kont  (1/100  (1/100 /75 (1/50 12
rol) 0 diliisy diliisy diliisy 5
diliisy on on on dilit

on orani) oram) oram) Syon

(Kont - 0 0 0 0 0
rol)

2
(1/100

0 0 - 0,170 0 0 0
diliisy

on
orani

3
(/100 0 0,170 - 0 0 0
diliisy

on

@rs o 0 0 - 0,095 0
diliisy
on

5 0 0 0 0,095 0.06

(1/50
diliisy
on

6 0 0 0 0 0,061
(1/25
diliisy

on

istatiksel olarak 1 numaral (kontrol) grup ile 2
3, 4,5 ve 6 numarali gruplar arasinda hiicre
canliigi acisindan anlamli derecede farklilik
gorllmustlir. Bunun yani sira yapilan post tukey
testine gére 5 numarali grup ile 4 numarali ve 6
numarali gruplar arasinda ve 2 numaral ile 3
numarall  gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli  bir farkhhk goérilmezken (P degeri
>0,05), diger gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli farkhliklar saptanmistir (P degeri<0.05).
Sonug olarak birbirine yakin konsantrasyonlar
arasinda fark bulunmazken konsantrasyonlar
anlamli fark

birbirinden uzaklastikca

gorilmektedir.
4. Tartisma ve Sonug

Adacayi flavonoidler, triterpenler,

diterpenoidler ve sesterpenler gibi
fitokimyasallar acisindan zengin bir kaynaktir.
ekstraktlarinin  kolon,

Literatlirde adacayi

karaciger, meme, [6semi  ve akciger
kanserlerinde anti kanserojen etkiye neden
oldugu pek c¢ok calismada rapor edilmistir.
(Jantova et al.,, 2014). Ayrica yassi hiicreli
karsinom (UMSCC1), hepatoselliler karsinom
(HepG2), insan lenfoma, l6semi, Hep-2, Hela,
HT-29, A-549 ve A-375 gibi farkli hiicre hatlariyla
yapilan ¢alismalarda adacayi bitkisinin sitotoksik
etkiye sahip oldugu ve anti-karsinojen 6zelligi
olabilecegi bildirilmistir (Sertel et al.,, 2011;
Shahneh et al., 2013; Garcia et al., 2016; Jiang,
Zhang and Rupasinghe, 2017).

Calismamizda elde edilen sonuglar, adacgayi
Officinalis)  bitkisinin U-2 0OS
osteosarkoma hiicre kiiltlirii Gzerinde sitotoksik

(Salvia

etkisi oldugunu desteklemektedir.

Bu calisma adacayl bitkisinin anti-karsinojen
ozellige sahip oldugu kanisini desteklemekte ve
literatlirde rapor edilen kanser tiirlerinden farkl
bir kanser tiri Uzerinde de etkili olabilecegini
gostermektedir. Elde edilen sonug
osteosarkoma gibi kotl prognozlu, 6limcuil bir

kanser tiriyle savasta umut vaat edici olmakla
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birlikte daha etkili sonuclar elde etmek adina
hicrelerin inflizyona daha uzun sireli ve daha
yliksek konsantrasyonlarda maruz birakilmasi

denenebilir. Ayrica adagayinin organik bir
bilesen olmasi sebebiyle, bilinen
kemoterdpatiklerin aksine saglkl hiicrelere

daha az zarar verebilecegi ve hatta bir
kemoterapi ajaniyla kullanildiginda koruyucu
etki  saglayabilecegi

sebeple

dislnllmektedir. Bu

ileriki calismalarda osteosarkoma
tedavisinde basari saglamis ajanlarin etkisini
arttirmaya ve yan etkilerini azaltmaya yonelik
olarak adacayinin c¢esitli kemoterapoétiklerle

denenmesi amaglanmaktadir.
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