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OZET
Yiksek Lisans Tezi

PROSTAT VE AKCIGER KANSERI HUCRE HATLARINDA
ROSMARINUS OFFICINALIS L. (BIBERIYE) EKSTRESININ
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Buse VATANSEVER

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Hulusi MALYER

Bu calismada, Tiirkiye'de dogal olarak yetisen Rosmarinus officinalis L. (biberiye)
bitkisinin farkli ¢oziicliler (etanol ve su) ile hazirlanmis ekstrelerinin prostat ve akciger
kanseri hiicre hatlar1 (VCaP ve Calu-1) tlizerindeki sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir.
Bu amagla, ilk basamak olan in vitro sitotoksisiteyi belirlemede kullanilan WST-1 ve
SRB canlilik testlerinden faydalanilmistir. Ayrica hicrelerdeki sitotoksik aktivite,
gercek zamanli sitotoksisite analiz sistemi (XCELLigence RTCA) ile dogrulanmistir.
Rosmarinus officinalis L. bitkisinden elde edilen etanol ekstresinin VCaP ve Calu-1
hiicreleri iizerinde infiizyon ekstresine kiyasla daha giiclii bir sitotoksik etkiye neden
oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarindan yola ¢ikarak bir sonraki inceleme
basamaginin, kullanilan ekstrelerin kanser tedavisindeki biiylime baskilayici etkisinden
sorumlu olan etken maddelerin arastirilmasi oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, akciger kanseri, Rosmarinus officinalis, biberiye,
sitotoksisite

2014, xii + 144 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

THE INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS OF
ROSMARINUS OFFICINALIS L. (ROSEMARY) EXTRACT
ON THE PROSTATE AND LUNG CANCER CELL LINES

Buse VATANSEVER

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Hulusi MALYER

In this study, cytotoxic activity of extracts (ethanol and water) of Rosmarinus officinalis
L., (rosemary) naturally a plant grown in Turkey, is tested against prostate and lung
cancer cell lines (VCaP and Calu-1). For this purpose, WST-1 and SRB cell viability
tests are utilized to determine in vitro cytotoxicity. Furthermore, cytotoxic activity is
confirmed with real time cytotoxicity analysis system (XCELLigence RTCA). It has
been found that ethanol extracts of Rosmarinus officinalis L. more powerful cytotoxic
activity compared to water extracts on VCaP and Calu-1 cells. Based on results of this
study, it has been concluded that a subsequent step of examination is investigation of
active agents, being responsible for growth inhibitory effect of the extracts in the
treatment of cancer.

Keywords: Prostate cancer, lung cancer, Rosmarinus officinalis, rosemary, cytotoxicity
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CO; Karbondioksit
EtOH Etanol

g Gram

K Potasyum

kg Kilogram

mg/ml Miligram/milimetre
ml Mililitre

mm Milimetre

mm? Milimetrekare

mM Milimolar
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Sulforhodamine B
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Trikloroasetik Asit

Tumor Supressor Gene

Ultraviyole (Ultraviolet)

Vertebral Cancer of the Prostate

World Health Organization

Water Soluble Tetrazolium Salt 1
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1. GIRIS

Kanser, gunumiizdeki en 6nemli saglik sorunudur ve her yil bir milyondan fazla kisi
kanser nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Sik goriilmesi ve mortalitesinin yiksek
olmasi nedeniyle de buyumeye devam eden bir halk sagligi sorunudur. Diinya Saglik
Orgliti'niin Uluslararast Kanser Arastrma Ajansit (IARC) tarafindan 2014 yilinda
yayimlanan 2012 yilina ait Globocan verilerine gore; 2012 yilinda diinya genelinde 14,1
milyon kisiye kanser teshisi konulurken, 8,2 milyon kisi kansere bagli olarak hayatini
kaybetmistir (WHO 2014). T.C Saglik Bakanligi Kanser Daire Baskanligi'nin Ocak
2014'de yayinladigr 2009 yilina ait kanser istatistiklerine gore; Ulkemizde her yil
yaklasik 98 000 erkek ve 63 000 kadin kansere yakalanmaktadir. 2012 yilinda, tiim
dunyada erkeklerde en sik goriilen kanser, akciger kanseri iken bunu prostat kanseri
izlemektedir. Kadinlarda ise; en sik goriilen kanser meme kanseridir ve akciger kanseri
goriilme siklig1 bakimindan 4. sirada yer almaktadir. Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser
tlrd, dinyadaki ve diger gelismis tlkelerdeki oriintii ile benzerlikler gostermektedir.
Ulkemizde de erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseridir, prostat kanseri
ise 2. sirada yer almaktadir. Kadinlarda ise akciger kanseri, en sik goriilen 5. kanser
tradir (Giiltekin ve Boztas 2014).

Cerrahi miudahale, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve immunoterapi kanserin
tedavi edilmesinde kullanilan baslica yontemlerdir. Prostat ve akciger kanserleri dahil
pek ¢ok kanserin tedavisinde kullanilan bu uygulamalar, ciddi yan etkilere sahiptir.
Glinlimiizde ilk basvurulan tedavi segenegi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in bir ¢ok
sentetik anti-kanser ilag kombinasyonundan olusan kemoterapi tedavisidir (Chabner ve
Roberts 2005, Ma ve Wang 2009). Fakat; anti-kanser etkili pek ¢ok ilag, vicutta
patolojik bi¢imde ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerinin yani sira normal hiicreleri de
oldiirebilmekte ve ileri evrelerde organ kayiplarina neden olabilmektedir. Bu nedenle,
bu ilaglarin hiicresel sitotoksisiteye ve bir ¢ok yan etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(Cragg ve ark. 2009). Ginimizde prostat ve akciger kanserlerinin tedavisi icin
kullanilan ilag ve yontemlerin yiliksek maliyetli olmasi da 6nemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Ayrica, kullanima giren bir¢cok kanser ilacina ragmen halen kanser
tedavisinde tam bir basari elde edilememistir. Bundan dolay1, kemoterapiyi destekleyici

yeni tedavi yaklagimlari biiyiik 6nem tagimaktadir.



Bitkilerden elde edilen ¢esitli dogal bilesiklerin, farkli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmast amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalar, son zamanlarda bilim diinyasinda biiyiik
umut yaratmistir. Bu baglamda son ¢alismalar, bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin
kemopreventif ajanlar olarak kullanilmas1 iizerine yogunlagsmaktadir. Dogal
kemopreventif ajanlarinin hi¢bir yan etkilerinin bulunmamasi ya da diisiik yan etkilere
sahip olmalar1 ve 6nemli sitotoksik etkiler gdstermeleri nedeniyle, bu alandaki arastirma
ve ¢alismalara olan ilgi giderek artis gostermektedir (Johnson 2011). Avrupa ulkeleri
basta olmak {izere diinyanin bir¢ok iilkesinde bu konu ile ilgili ¢alismalar yogun bir

sekilde yiiriitiillmektedir.

Lamiaceae (Labiatae) familyasina ait biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisi,
gecmisten giiniimiize dek geleneksel tedavilerde kullanilan 6nemli bir tibbi ve aromatik
bitki thraddr. Yapilan bilimsel ¢alismalarla, biberiye bitkisinin anti-bakteriyel,
antioksidan, anti-viral ve bagisiklik sistemi iyilestirici gibi biyolojik etkileri ortaya
konmustur (Gachkar ve ark. 2007). Biberiye bitkisi; karnosol, karnosik ve rosmarinik
asit gibi fenolik bilesikler, ucucu yaglar gibi flavonoidler icermektedir (Okamura ve ark.
1994, Angelini ve ark. 2003). Ozellikle karnosol ve karnosik asit, biberiyenin
farmakolojik 6zelliklerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Huang ve ark. 1994). Ayrica;
biberiye bitkisinin, 1,8-cineole, a-pinene, B-pinene, camphor ve verbenone gibi ucucu
yag bilesenlerinin anti-mikrobiyal ve anti-kanser etkilerinin yiiksek oldugunu bildiren
caligmalarla da karsilagsmak miimkiindiir. (Pandit ve Shelef 1994, Baratta ve ark. 1998b,
Moghtader ve Afzali 2009). Bu nedenle, son yillarda pek ¢ok calisma, R. officinalis L.
bitkisinden elde edilen ekstrelerin, ugucu yaglarin ve diger temel bilesenlerinin
biyolojik ve anti-kanser ozellikleri iizerine yogunlasmistir (Faleiro ve ark. 1999,
Daferera ve ark. 2000, Koschier ve Sedy 2003, Ohno ve ark. 2003).

Bu ¢alisma; daha once {izerinde biberiye bitkisinin c¢alisilmadigr prostat ve akciger
kanseri hiicre hatlar1 (VCaP ve Calu-1) lzerinde, Rosmarinus officinalis L. (biberiye)
bitkisinden elde edilen infiizyon ve alkol ekstrelerinin, sitotoksik etkisinin arastirilmasi

amaciyla yapilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Kanser

Saglikli viicut hiicreleri, Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi
i¢cin devamli olarak bolinmektedir. Ancak, hicrelerin bu yetenekleri sinirlidir. Normal
bir viicut hiicresi; biiyiir, daha fazla hiicre iiretmek i¢in boliiniir ve yasam siiresi
doldugunda ya da hasar gordiigiinde ise programli bir sekilde 6liir (Anonim 2014a). Bu
denge genlerin kontrolii altindadir. Ancak, bu siire¢ her zaman dogru islememektedir.
Bazen hicreler, bir seri genetik hasarin birikimi ile ya da gevresel faktorlerin gok
basamakli bir siire¢ iginde, hiicre DNA'sinda ve genlerde olusturdugu degisiklikler
neticesinde, asir1 ve Kontrolsiiz olarak bdliinmeye baslarlar ve "tumoér" olarak
adlandirilan bir doku kitlesi meydana getirirler. Bu olusum, saglikli komsu dokulari
istila edebilir (invazyon) ve/veya dolasima gecerek uzak organlara yayilabilir
(metastaz). Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylime ve yayilma o6zelligine sahip
olmasi ile gelisen biiyiikk bir grup hastaliga "kanser" adi verilmektedir (Aliustaoglu
2009).

Kanser; hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gdézetiminden
ka¢malarina ve sonug olarak uzaktaki dokular1 istila ederek metastazlar olusturmalarina
yol acan, metabolik ve davranigsal degisiklikler gegirdikleri ¢ok basamakli bir surectir.
Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve 6mriinii, komsu hiicrelerle iligkilerini ve immdin
sistemden kagma kapasitelerini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin
birikmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Kansere yol agan modifikasyonlar arasinda DNA
dizilimini modifiye eden genetik degisiklikler de bulunmaktadir (Merlo ve ark. 2006).
Clark'a (1991) gore; kanser, normal hiicreler iizerinde sinirsiz biiylime (populasyonda
devamli artan hiicre sayisi) gosteren anormal hiicre toplulugudur. Bu tiir anormal
hiicreler, ilk olustuklar1 doku disinda da biiylimeye yetenegine sahiptir. Asir1 ve
kontrolsliz blylme gosteren hiicreler, ¢evre dokular istila ederek en az bir bazal
membran bolgesine yerlesebilmekte ve birincil alandaki (isgal ettikleri) dokuda biiyiime
gosterebilmektedir. Bu tir hicreler, kan/lenf yoluyla uzakta bulunan organlara metastaz
yapabilmektedir. Bu  0Ozelliklerin  tamami, bir lezyonun kanser olarak
adlandirilabilecegini gostermektedir (Clark 1991). Normal bir dokudan malign tumor
geligim siireci Sekil 2.1'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Cok asamali malign timor gelisimi (Yokota 2000'den degistirilerek
alinmustir)

"Habis timoér" ve "neoplazm”, kanser ile ayni anlama gelen diger terimlerdir (WHO;
World Health Organization 2014). Unal'a (2012) gére; neoplazi, herhangi bir sinirlama
veya sonlanma gostermeyen, konak canlinin kontrol mekanizmalar1 disinda hareket
eden, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan anormal bir doku Kkitlesidir.
Neoplazinin tip dilinde olagan kullanimi tiimordir. Ayrica, tim tiimorler kanser
degildir. Bir tiimor; meydana geldigi hiicre, doku ve organ 6zelliklerine gore benign (iyi
huylu) veya malign (kott huylu) tumor Ozellikleri gosterebilir. Bu ayirim, neoplazmin
potansiyel klinik davranisi ve mikroskobik goriiniimii baz alinarak yapilir. Benign
tumorler (iyi huylu-selim), kendi 6zgun bélgesinde lokalize kalirlar ve vicudun diger
bolgelerine yayilmazlar ki bundan dolayr 6liimciil degildirler. Bu tiimérler, lokal cerrahi
ile tedavi edilebilmektedir ve hastalar yasamini saglikli bir sekilde siirdiirebilmektedir.
Ancak, bazi benign tiimorler lezyonun ve lokalizasyonun Ozelligine gore ciddi
problemlere de neden olabilmektedir. Malign (kétu huylu-habis) timorlerin timi
kanser olarak adlandirilmaktadir. Malign olarak belirtilen bir neoplazm, ¢evre dokulara
invazyon yapabilmekte ve uzak bolgelere kan ve lenf yollariyla yayilarak (metastaz)
6lume neden olabilmektedir. Tim kanserlerin, bu derece &lduriici bir seyir
izlemedikleri bilinmektedir. Bazilar1 erken tami ve erken tedaviyle kontrol altina
aliabilmektedir (Unal 2012).

Hem malign hem de benign tiimorler koken aldiklart doku ve hiicre tlrine gore

siiflandirilmaktadir:



- Karsinoma; epitelyal hiicre kokenli malign neoplazmdir. insan kanserlerinin % 90'1mn1
karsinomalar olusturmaktadir. Karsinomalar da birka¢ grup altinda siniflandirilabilir.
Deri-mukoza gibi, 6rtuct epitel kdkenli malign timoérlere, skuamoz hiicreli karsinoma
(vasst hiicreli karsinoma, spinoselliiler karsinoma, epidermoid karsinoma) denir.
Buradaki timdr hiicreleri ¢ok katli yassi epitel hiicrelerine benzemektedir. Glandular
(salg1 bezi) epitelyal hiicrelerden gelisen malign tiimorlere ise adenokarsinoma denir.

- Sarkoma; mezansimal dokudan veya onun tiirevlerinden dogan ve insanlarda nadir
olarak gorillen malign neoplazmdir. Sarkomalar; kas, kemik, kikirdak, yag ve fibroz
doku gibi bag dokularindan, kan damarlarindan veya diger destekleyici dokulardan
gelisen solid tmorleridir. Sarkomalar da koken aldiklar1 hiicre tipine gore
adlandirilabilir:

Fibroz doku kokenli sarkomaya fibrosarkoma, kondrositlerden (kikirdak dokudan)
olusan malign neoplazma kondrosarkoma, yag dokusundan gelisen sarkomaya
liposarkoma, kemik dokusundan gelisen sarkomaya ise osteosarkoma denir.

- Losemi (Lokemiya); hematopoetik sistemin malignitesidir ve kan Ureten dokulardan
(6rnegin; kemik iligi) gelismektedir ve asir1 16kosit liretimi s6z konusudur.

- Lenfoma ve myeloma; immin sistem hucrelerinin malignitesidir. Lenf diigiimlerinde
ve dalakta kontrolsiiz lenfosit biiylimesi ile gelismektedir.

- Merkezi sinir sistemi kanserleri (néroektodermal tamorler); beyin ve omurilik

dokularindan gelisen tiimérlerdir (Unal 2012).
2.1.1. Karsinogenez sureci

Karsinogenezin temelinde; hiicrenin yasamasi, blyimenin kontroli ve diferansiasyon
gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesi yer
almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tumor hicreleri birgok fenotipik oOzellikler
kazanir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve smirsiz ¢gogalmalarina ve cevre
dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin mikrogevreden bagimsiz
olarak yasamimi devam ettirme ve metastaz yapma Ozelligine sahiptir.
Protoonkogenlerin ve tlimor baskilayict genlerin seri mutasyonlari, farkli mekanizmalar

araciligryla malign fenotipin olusumuna katkida bulunmaktadir (McCormick 1999).



Bagka bir tamima gore; karsinogenez (onkogenez, tlimorigenez), normal hiicrelerin
seliiler, genetik ve epigenetik seviyede degisiklikler ge¢irdigi ve kademeli olarak malign
hiicrelere doniistiigii cok adimli bir siirectir (Hanahan ve Weinberg 2000). Kavramsal
olarak, bu siire¢ 3 farkli asamada incelenebilir. Bunlar; baglama (initiation), gelisme

(promotion) ve ilerleme (progression) evreleridir (Martinez ve ark. 2003).

-Baslama evresi: Yeni ¢alismalar, her tiimoriin tek bir hasarli hiicreden gelismeye
basladigin1 ortaya koymaktadir. Baska bir deyisle; tiimor, kalitsal degisikliklerin
goriildiigi tek bir hiicreden tiireyen bir klondur. Genetik hasar, mutasyonlardan (nokta
mutasyonlari, delesyonlar ve insersiyonlar), kromozomal translokasyonlar ya da
kromozomal kayiplardan olusmaktadir. Bu tiir degisiklikler, hiicre biiylimesi ya da
proliferasyonu ile ilgili molekiillerin fonksiyonunda azalma ya da degisiklikler ile

neticelenmektedir.

Karsinogenezin baslangi¢ evresi boyunca, bir hiicrenin genomunda genellikle de tek bir
gen de meydana gelen kalici bir genetik degisim, bu hiicreye komsu hiicreler {izerinde
bir biiyliime avantaj1 sunmaktadir. Pek ¢ok baslangic mutasyonu, protoonkogenleri ya da

tumor supressor genleri etkilemektedir.

-Geligme evresi: Kanserin gelisme evresi, baslangi¢c evresinin aksine yavas ve adim
adim ilerleyen bir siiregtir. Bu evrede, DNA yapisin1 degistirmeyen ve tiimor
gelistiricileri olarak adlandirilan kimyasallarin etkisiyle normal hiicrenin belirgin bir
sekilde tiimor hiicresine donilisimii gerceklesmektedir. Bu tiimor gelistiricileri;

hormonlar, biiyiime faktorleri, forbol esterleri gibi ajanlardir (McKee ve McKee 2011).

Tiumor gelistirici ajanlar, iki temel yontem ile karsinogeneze katki saglamaktadir. Bazi
molekdller (forbol esterleri gibi), intraseluler sinyal yolu elementlerini aktive ederek
tiimor hiicresinin, ¢evre hiicreler iizerinde biiylime avantaji kazanmasini saglamaktadir.
Diger tiimor gelistirici ajanlarin cogunun etkileri bilinmemektedir. Fakat, bazi ajanlarin
seltiler Ca* seviyesini arttirma ya da pro-karsinojenleri karsinojenlere doniistiiren
enzimlerin sentezini arttirma gibi gecici etkileri bulundugu bilinmektedir. Baslangi¢
ajanlarindan farkli olarak, tiimdr gelistirici ajanlarindan etkileri kismen tersinirdir. Bir
hiicrenin baglangic mutasyonu geg¢irmesinin ardindan, bu ajanlar sadece uzun siireli

maruz birakma ile kalici hasar meydana getirmektedir (McKee ve McKee 2011).



-llerleme evresi: Baslama ve gelisme evrelerinin ardindan hiicreler, progresyon olarak
adlandirilan ilerleme siirecine girerler. Bu asamada, ¢ok sayida genetik mutasyon bir
araya gelerek hiicreler malign ya da invaziv fenotip kazanmaktadir (Martinez ve ark.
2003). Normal hiicreler tizerinde onemli biiylime avantajlarina sahip olan ve genetik
acidan duyarl pre-kanserdz hiicreler, bu asamada da hasar gérmeye devam etmektedir
(McKee ve McKee 2011). Sonug olarak, kanserojenlerin hiicreler tGzerindeki uzun sireli
mutajenik etkileri kaginilmaz olmaktadir. Pre-malign lezyonlar, hiicrelerin monoklonal
biliylimesine neden olan genetik degisiklikler veya hiicrelerin poliklonal biiylimesine
sebep olan viral enfeksiyon gibi ¢evresel faktorler sonucunda olugsmaktadir. Pre-malign
hlcrelerin bir veya birkaginda ek mutasyonlar ile genetik degisiklik birikimi meydana
gelmektedir. Olusan bu mutasyonlardan bazilar1 hiicrelere daha hizli biiyiiyebilmeleri
icin segici bir avantaj saglamaktadir ve sonrasinda, hiicreler klonal bir sekilde
populasyonunu arttirmakta ve primer (benign, iyi huylu) tiimor olusmaktadir. Bu
bliylimenin sonucunda ise mutasyon tasiyan hiicreler timoér populasyonu icerisinde
baskin hale gelmektedir ve bu sure¢ klonal seleksiyon olarak adlandirilmaktadir. Klonal
seleksiyon tiimor gelisimi boyunca devam etmektedir dolayisiyla timor siirekli daha
hizli biiyiimekte ve giderek malign hale gelmektedir (Cooper, 2000). Sekil 2.2, bu
streci 0zetlemektedir.

Normal Hiicreler Sinir Anormal Hiicreler Anormal Hiicreler ~ Malign ya da invaziv
Cogalir Kanser
= T} 3
..-".‘- ".. .-:.'-
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Sekil 2.2. Kanserin olusum asamalari (Angle 2011'den degistirilerek alinmistir)



Primer tiimdr olusumunun erken evrelerinde, hiicreler invaziv ve metastatik degildir.
Kotii huylu tiimorler, invazyon ve metastaz yapma yetenegine sahiptir; ancak primer
tiimorii olusturan hiicrelerin sadece bir boliimiiniin yliksek oranda metastatik oldugu
diistiniilmektedir. Yani; primer bir timorii olusturan hiicreler, fenotipik ve biyolojik
acidan heterojendir ve bdyle bir heterojenite, her kanser hiicresinde degisiklige ugramis
genlerden kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1; metastaz yetenegine sahip olan hiicreler,
daha fazla geninde degisiklige sahip olmaktadir. Bu tiir hiicreler, uzak bir organda
metastatik bir timor olusturmaktadir ki bu nedenle metastatik bir tiimordeki hiicrelerin,
malign fenotiplerini (invazyon ve metastaz yetenegi) korumalar1 i¢in gerekli olan

genetik degisimlerin tiimiinii tasidig1 disiiniilmektedir (Yokota 2000).

Asirt ve kontrolsiiz ¢ogalma tek basina kanser hastaliginin ortaya g¢ikabilmesi igin
yeterli degildir. Ayrica hiicrenin invazyon (diger saglikli dokulari istila etme) ve
metastaz (dolasima gecerek saglikli baska dokulara yayilma) gibi diger malign

ozelliklerini de icermesi gerekmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Cogalan tiimor hiicrelerinin olusturdugu primer doku belli bir boyuta ulastiginda, kanser
hiicrelerinden bazilar1 bu dokudan ayrilmakta ve doku i¢inde ilerlemeye baslamaktadir
(invazyon). Tamor hicreleri, bulunduklart dokunun ekstraselliiler matriksinde ilerlemek
icin, matriks metalloproteinazlar (MMP), protein kinazlar ve lizozomal enzim
salgilarlar. Kanser hicreleri, bir damara rastladiginda bu damarin duvarini eriterek
damar igine girer ve daha sonra damar ig¢indeki kanla birlikte viicutta dolasmaya baslar.
Damar igindeki tumor hicreleri, belirli organlarin damar yiizeyine tutunarak tutundugu
bolgedeki damar duvarimi tekrar eritmeye baslarlar ve hedef dokuya yerleserek
cogalmasma devam ederler. Kanser hicreleri damar igine girdikten sonra tim viicudu
dolastig1 halde bazi kanser tiirleri genellikle belli organlara metastaz yapmaktadir.
Ornegin; mide kanseri daha ¢ok karacigere, meme kanseri kemige ve akcigere, kemik
timorleri ise akcigere metastaz yapmaktadir. Organ segiciligi olarak adlandirilan bu
islevini belirleyen baslica faktorler; kanser hiicrelerinin yiizey 6zellikleri, organin damar
yapisi ve organlarin damar duvarindaki hiicrelerin yiizey o6zellikleridir. Primer tumor
kitlesinden ayrilan kanser hicresinin damar icine girerek uzak organlara yerlesmesine
"metastaz” adi verilmektedir. Metastatik tiimoriin kan damarlart araciligiyla yayilmasi

Sekil 2.3'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Tiimoriin basamaklar halinde kan damarlar1 yoluyla yayilmasi (Robbins ve
ark. 1989'dan degistirilerek alinmistir)

Tumor metastazinda 6zellikle anjiogenez (tiimoriin kendi kan damarlarimi tiretmesi) ile
yeni olusan tiimor damarlar1 rol oynamaktadir (Aliustaoglu, 2009). Bunun yani sira;
anjiogenez, yeni damarlarin endotel hiicrelerinden tiimor hiicrelerinin biiytimesini
saglayan polipeptitler salgilayarak tiimor biliylimesini de saglamaktadir (Arici 2001).
Kanserin yayillma siirecinde rol oynayan anjiogenez olusumu, Sekil 2.4'de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Kanserin yayilmasi (Angle 2011'den degistirilerek alinmistir)
2.1.2. Kanser hucrelerinin ozellikleri

Kanserin karakteristik ozellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi boyunca

kazanilan 6 biyolojik yetenegi kapsamaktadir.

1) Disaridan gelen ¢ogalma sinyaline bagimli olmadan béliinme ozelligi kazanmalart:
Kanser hucreleri, buytime sinyallerinde otonomi gdsterirler. Kanser hiicreleri ¢ogalma
sinyallerine ihtiyag duymaksizin kendi kendine yeterli olan blyime sinyalleri Ureterek
boliinme potansiyeli kazanirlar. Hiicrede olusan mutasyonlar, hiicrenin ¢ogalmay1 aktive
edici yolaklarinda gorev alan molekiillerin fonksiyonunu etkileyerek kontrolsiiz

cogalmaya sebep olur.

2) Biiyiime baskilayict  sinyallere duyarsiz  olmalari:  Cogalma sinyallerinin
inhibisyonunu saglayan yolaklardaki molekiillerde olusan mutasyonlar, ¢ogalma

sinyallerinin kesintisiz devam etmesine dolayisiyla siirekli boliinmeye neden olur.
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3) Apoptozise direng gostermeleri: Kanser hicreleri, apoptotik sinyallere duyarsizdirlar.
DNA hasarini takiben bir¢ok normal hiicre apoptozise giderken, bir¢ok kanser hiicresi
icin ise bu durum engellenmistir. Apoptozis mekanizmasini diizenleyen yolaklardaki
molekiillerde olugan mutasyonlar, kanser hicrelerini apoptotik sinyallere kars1 duyarsiz

hale getirir ve bunun sonucunda, kanser hiicreleri hiicre 6liimiine diren¢ kazanirlar.

4) Swrsiz replikasyon potansiyeline sahip olmalari: Normal bir hicrenin bolinme
sayis1 sinirhidir. Kanser hiicreleri ise sinirsiz sayida  bolunrler. Immortalitenin
mekanizmalarindan biri kromozom uglari olan telomerlerdir. Hiicre diferansiye olurken
normal hiicrelerde telomerler gittik¢e kisalir, hiicre istirahat durumuna gecer ve ¢cogalma
kapasitesini kaybettiginden Oliir. Kanser hicrelerinde ise telomerler telomeraz
enziminin etkisi ile yenilenir, telomer uzunlugu sabit kalir ve kanser hicrelerinin
bolunme ozellikleri devam eder. Telomerlerin uzunlugunun diizenlenmesini kontrol
eden mekanizmalar1 bozan degisimler, kanser hiicrelerine limitsiz bolinme potansiyeli

kazandirir.

5) Anjiogenezi uyarmalar:: Kanser hicreleri, yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik
eden biiyiime faktorleri bulundurmaktadir. Bu sayede, kendi kan damarlarini olusturarak
(anjiogenez) artan besin ve oksijen ihtiyaglarini saglarlar. Ayrica, timor sag kalimi ve

yayilmasti i¢in yeni kan damarlarinin biiylimesi gerekmektedir.

6) Invazyon ve metastazi uyarmalari: Invazyonda rol alan enzimlerde olusan
mutasyonlar ve hiicre yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonlarindaki azalmalar
sonucu kanser hicreleri, normal hicrelere gore hicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerinde daha zayif baglanma O6zelligine sahip olurlar. Bu durum, kanser
hlcrelerinin invazyonunu ve gogiinii kolaylastirir. Kanser hicreleri genellikle
ekstraseltiler matriks bilesenlerini sindirecek proteazlart yapisinda bulundurmaktadir ve
bu sayede normal dokular1 isgal etmeleri kolaylagsmaktadir. Kanser htcrelerinin
viicudun diger bolgelerine gogli (metastaz yapmalari), vicudun genel homeostazisini

bozarak 6lime yol acar (Hanahan ve Weinberg 2000).

Son yillarda, kavramsal ilerlemeyle birlikte, kanser hiicrelerin iki diger 6zelligi de bu
listeye eklenmistir. Bu 6nemli 6zellikler, enerji metabolizmasini yeniden programlama

ve bagisiklik tahribinden kaginma yetenekleridir (Hanahan ve Weinberg 2011).
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Tiimdr gelisimi boyunca, bu degisikliklerin her birini tiim kanser hiicreleri olmasa bile

cogunlugu gostermektedir (Sekil 2.5).

Kendi kendine yeterli olan
biiyiime sinyalleri Gretme

Biiylime baskilayic

Hiicre dliimiine diren .
¢ sinyallere duyarsiz olma

inva zyon ve metastaz
uyarma

Anjiogenezi uyarma

Sinirsiz replikasyon potansiyeline
sahip olma

Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011'den degistirilerek
alinmustir)

2.1.3. Hiicre dongusu ve kanser

Karsinogenez, fiziksel ya da kimyasal ajanlar ile uyarilmig genetik mutasyonlarin etkili
oldugu bir siirectir. Kanser, cogunlukla somatik hiicrelerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Ancak, kanser tek bir mutasyondan ¢ok, zamanla biriken ve giderek
artan genetik bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Bundan dolayi, insanlarda goriilen
timor olusumu ¢ok asamali ve yasa bagli bir siiregtir (Sandal 2002). Bu mutajenik
etkilerin 6nemli bir kismi, hicrenin mutasyonlara karsi hassas oldugu hiicre dongusi

esnasinda gerceklesmektedir (Aliustaoglu 2009).

Yiiksek oranda organize olan hiicre siklusu, hiicre dublikasyonundan sorumludur. Siki
reglilasyon ve zamanlama, S (sentez) fazi boyunca DNA'nin bir kez replike olmasini
(hata olmadik¢a) ve M (mitoz) faz1 boyunca kardes kromatitlerin yeni olusan yavru

hiicrelere esit bir sekilde paylastirilmasini saglar (Sandal 2002). Bu iki temel silire¢
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arasinda ise gegici duraklama evreleri olan G; ve G, fazlar1 vardir. Vicuttaki hicrelerin
biiyiikk ¢cogunlugu Gy olarak adlandirilan istirahat evresindedir. Bu hicrelerin hiicre
dongusune girebilmesi icin, disaridan biiyiime sinyallerini almasi ve aldiklar1 bu
sinyalleri hiicre cekirdegine ileterek dongiliyii baslatmasi gerekmektedir (Aliustaoglu
2009).

Tipik bir okaryotik hiicre dongiisti yaklasik olarak 24 saat stirmektedir. Ancak, hiicre
siklusunun siiresi hiicreden hiicreye degisiklik gosterebilmektedir. Mikroskop altinda
incelendiginde, hiicre dongiisti 2 temel boliime ayrilmaktadir; bu siiregler interfaz ve
mitozdur. Hiicre dongiisiiniin yaklasik %95'ini, mitozlar arasindaki interfaz periyodu
olusturmaktadir. Interfaz boyunca, kromozomlar dekondanse olur (yogunlugu azalir) ve
niikleus i¢inde dagilmis vaziyettedir. Bu yiizden, niikleus morfolojik agidan iiniform
olarak gorinmektedir. Fakat; molekiler seviyede interfaz periyodu, hiuicre bolinmesi
oncesinde hiicre biiyiimesinin ve DNA replikasyonunun diizenli olarak meydana geldigi
bir periyottur. interfaz, kendi icerisinde Gi, S ve G, olmak (izere ¢esitli alt fazlardan

olusmaktadir.

Gy fazinda (istirahat fazi); hicreler metabolik agidan aktiftirler, ancak uygun hiicre dist
sinyaller gelmedikge prolifere olmazlar. Gy fazinda, hiicreler genellikle spesifik bir
islevi gérmek tizere programlanirlar. Bu faz hiicrelerin ya bélinmek, ya farklilasmak ya
da 6lmek i¢in karar verdikleri fazdir. Hiicre, bu faza uygun olmayan kosullar ve
blylmeyi engelleyici sinyal varliginda girer. Bu evre birkag saat, birka¢ guin veya émar
boyu sirebilmektedir. Blytme faktorleri, sitokinler ve tumor virlsleri gibi mitojenik

iletiler, Go evresindeki hiicrenin G; evresine girmesine yol acar.

G; fazi; interfazin ilk evresidir ve mitoz ile DNA replikasyonunun baslangici arasindaki
gegcis periyodudur. G; fazi, biiylime faz1 olarak da adlandirilmaktadir. Hicreler kendi
cevrelerini kontrol eder, sinyalleri alir, blylimeye devam eder, metabolik olarak
aktiftirler fakat kendi DNA'armi replike etmezler. Bu faz boyunca, hucrenin
biyosentetik aktivitesi yliksektir. S faz1 i¢in gerekli proteinler ve RNA sentezlenir,
enzimler dretilir. Sentezlenen enzimlerin biiyiik bir ¢cogunlugu, DNA replikasyonu igin
uretilir. Gy fazinin siresi oldukga degiskendir; ayni tiirlerin farkli hiicreleri arasinda bir

degisiklik gosterebilir.
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S fazinda (DNA sentezi fazi); hicre igindeki DNA'min miktar1 iki katina ¢ikar.
Replikasyon tamamlandiginda, her kromozom iki (kardes) kromatide sahiptir. S fazinda
ayni zamanda kromozom organizasyonunda gorev alacak olan histon ve non-histon
proteinleri sentezlenir. Hicrenin hacmi iki kat artar ve hilicre béllinmesi icin sinyal
olusturur. Bu faz boyunca, sentez miimkiin oldugunca hizli tamamlanmaktadir. Ciinkii,

bu evrede baz ¢iftleri mutajenler gibi zararli dis faktorlere duyarlidir.

G, fazinda; hiicre biiylimesi, protein ve RNA sentezi devam eder; DNA sentezi durur.
Histon proteinler ile DNA kompleks yapmaya baslar. G, fazinda; hicrede sentezlenen
tum DNA'daki olas1 hatalar1 saptamak i¢in DNA replikasyonu analiz edilir ve olan
hatalar duzeltilir. G, evresinde mitozu baslatan, kromozomlarin kondensasyonunu,
cekirdek zarmin kopmasini saglayan ve mitozla ilgili diger olaylar1 indiikleyen MPF

(maturation promoting factor) protein kompleksi birikimi vardir.

M fazinda (mitoz); replike olan kromozomlar kompleks olaylar (profaz, metafaz,
anafaz, telofaz ve sitokinez) ile olusan iki yavru hiicrenin niikleuslarina egit olarak
dagitilir. Ana hiicrenin boliinmesi ile birbiriyle 6zdes iki yavru hiicre olusur. Mitozdan
sonra olusan yeni hiicreler ya G; ya da Gy fazina girerler. Mitotik faz, hicre
dongiisiiniin yaklasik %10'unu olusturmaktadir. Mitozdaki hatalar, ya hasarli bir
hiicrenin apoptoz mekanizmasinin inaktive olmasindan ya da kansere neden olabilen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Cooper 2000). Hiicre dongiisii fazlar1 Sekil 2.6'da

sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. Hicre dongiisii fazlar1 (Sandal 2002'den degistirilerek alinmistir)

Hiicre ¢evrimi, 6zenle diizenlenmis bir siirectir ve belli bir doku ya da hiicre tipinin
spesifik ihtiyaglarin1 karsilamaktadir. Normalde, yetiskin bir dokuda hticre 6limi
(programli hiicre 6liimii ya da apoptozis) ve proliferasyon (hiicre boliinmesi) arasinda
kararli bir hal olusturan hassas bir denge bulunmaktadir. Hicre siklusunda bir faz
tamamlanmadan sonraki faza gegilirse genetik materyal tam ve dogru kopyalanmadigi
icin hiicrede hasar meydana gelebilir. Hicre dongusi kontrolliniin kaybedilmesi, bu
dengenin bozulmasina ve akabinde timor gelisimine yol agcabilmektedir. Bundan dolayi,
hicreler hicre dongusuni durdurabilecek birkag sisteme sahiptirler. Bunlar, hiicre
siklusunun "kalite kontrol noktalar’" dir. Bu kontrol noktalarinda, hicrenin siklusa
devam edip etmeyecegi karar1 verilmektedir. Kontrol noktalarinda, hiicrelerin S fazina
(G1 kontrol noktasi) ya da M fazina (G kontrol noktasi) baslamasindan 6nce hasarli

DNA'y1 algilamay1 saglayan 6nemli mekanizmalar bulunmaktadir.
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Kontrol noktalariin en 6nemli 6zelligi, hiicre dongiisiinde bir dnceki evrenin bittigi ve
bir sonraki evrenin baslayacagi gegislerde bulunmalaridir (Sandal 2002). Bdylece, hiicre
siklusunun ilerlemesi durdurulabildigi gibi gerekli olan durumlarda apoptozis
(programl hiicre 6liimi) de aktive edilebilir ve DNA'sin1 dogru ve tam olarak replike
etmis hiicrelerin sadece mitoza girmesi saglanabilir (Aliustaoglu 2009). Hucre
siklusunda DNA sentezinden hemen 6nce G;-S gegisinde, mitozdan hemen 6nce G,-M
gecisinde ve metafaz-anafaz gegisinde olmak tiizere ii¢ kontrol noktasi bulunmaktadir.

Bu kontrol noktalari, Sekil 2.7'de sematik olarak gdsterilmektedir.

- Ik kontrol noktasi (G1/S gecis noktasi), ge¢ G fazinda, S fazina girmeden hemen
once bulunur. DNA sentezi i¢in uygun ekstraselliiler sinyaller ve tiim mekanizma ¢alisir
durumda olsa bile, hiicrenin G; fazindan ayrilmasindan 6nce DNA'nin hasarsiz bir
durumda olmas1 gerekmektedir. Eger herhangi bir hasar saptanirsa, hiicreler ya hasari
onarirlar ya da apoptozise giderek Oliirler ya da Go fazina donerler. Ayrica bu kontrol
noktast p53 proteinin etki yerlerinden biridir. Bu kontrol noktasinda, besinlerin,
hormonlarin, biiylime faktorlerinin ve hiicre boyutunun yeterli olup olmadigi kontrol
edilir ve DNA replikasyonu igin karar verilir. Replikasyonun baglamasi igin karar
verilen ge¢ G; evresindeki 0zel kontrol bolgesine restriksiyon noktasi denmektedir.
Restriksiyon noktasi, hiicrenin S fazina girmek ve biiyiime faktorlerinin yoklugunda
dahi, hiicre dongiisiinii tamamlamak i¢in kararli hale geldigi, geri doniisiimii olmayan

bir noktadir (Silva ve Weinberg 1997, Reed 1997).

- Ikinci kontrol noktasi (Go/M gecis noktasi), huicrelerin M (mitoz) fazina girmesinden
once bulunur. DNA replikasyonu tamamiyla ve dogru sekilde tamamlanmamus ise hiicre
bu kontrol noktasinda durur, replikasyon hatalar1 onarilarak DNA'nin devamli olarak

biitiinligli saglanir ve ardindan hiicreler M fazina bagslar.

- Ugiincii kontrol noktasi (ig iplikcigi kontrol noktasi), metafaz sathasindan anafaz
sathasina gegisi diizenler. Bu kontrol noktasi, kromozomlarin mitotik iplikgiklere
diizgiin tutunamamasina duyarhdir. 1§ iplik¢igi kontrol noktasi; olgunlasmamis kardes
kromatidlerin ayrilmasini engeller, biitiin kinetokorlara uygun mikrotiibiil baglanmasini
kontrol eder ve kromozomlarin tam olarak kardes hiicrelere ayrilmasini saglar (Cooper

2000, Lowitz ve Casciato 2000, Sandal 2002, Cabadak 2008).
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Metafaz Kontrol Noktasi
G2 Kontrol Noktasi

]

G1 Kontrol Noktas:

Sekil 2.7. Hucre dongusundeki kontrol noktalar1 (Pearson 2011'den degistirilerek
alinmistir)

Tumor supressor genler (anti-onkogenler, TSG), hiuicre dongusuni etkileyen en dnemli
genlerdir. TSG'ler, hiicrenin farkli yerlerinde; hiicre ylizeyinde, sitoplazmada, niikleusta
bulunurlar. TSG'in fizyolojik fonksiyonlari, timor olusumunu engellemek degil hiicre
blyumesini kontrol etmektir. TSG'ler, aktive olduklarinda hiicre proliferasyonunu
engellerler (Bitiren 2014). Hasarli hicrelerin bolinmesine engel olarak kanser
gelisimini baskilarlar. Timor baskilayict genler eger islevlerini kaybederlerse hiicre
biiyiimesinin kontrolii ortadan kalkar dolayisiyla DNA onarimi olmadan hiicre siklusu
kontrolsliz devam eder (Cabadak 2008).

Kanser olusumuna neden olan diger gen grubu da normal hiicre buyimesini uyaran
genler olan proto-onkogenler (normal hicre genleri) dir. Proto-onkogenler de TSG'ler
gibi hiicrenin degisik boliimlerinde bulunmaktadir. Proto-onkogenler, hucre buylme
kontrol yoluyla iliskili genlerdir. Bu genlerin salinimi, normal biiylime ve rejenerasyon
boyunca siki kontrol altindadir. Proto-onkogenler, hiicre biylmesini ve/veya
bolinmesini destekleyen cesitli biiylime faktorlerini, biiyiime faktorii reseptorlerini,

enzimleri ya da transkripsiyon faktorleri i¢in kodlanmaktadir (Pearson 2011).
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Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar, hiicrelerin kontrolden ¢ikmasina, asir1 boliinmesine
ve farkli kanser tiirlerinin olusumuna neden olabilir. Insanlarda proto-onkogenler,
somatik mutasyon ile aktive olarak onkogenlere doéniismektedirler (Kopnin 2000,
Cabadak 2008). Pek ¢ok baslangi¢c mutasyonu, proto-onkogenleri ve tiimor baskilayici
genleri etkilemektedir. Hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-
onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, timor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal
hicre blylmesine neden olur. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor supresor gen
inaktivasyonlart; hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina, kontak inhibisyonun kaybolmasina,
invazyon ve metastaz yetenegi kazanilmasina yol agmaktadir (Aliustaoglu 2009).
TSG'lerin ve onkogenlerin, karsinogenez olusumundaki rolii Sekil 2.8'de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Onkogen aktivasyonu ve tiimor baskilayict gen inaktivasyonu ile
karsinogenezin olusumu (Aliustaoglu 2009).
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2.2. Prostat Kanseri

Son yillarda tiim diinyada hormon bagimli kanserlerin (meme, testis ve prostat
kanserleri gibi) insidans1 giderek artmaktadir. Hormon bagimli kanser tiirlerinden biri
de prostat kanseridir. Prostat kanseri, erkek Ureme sisteminin 6nemli bir Gyesi olan
prostatta meydana gelen malign degisikliklerdir ve kansere bagli mortalitede tigiincii
sirada yer almaktadir (Sanderson ve ark. 2013). Prostat kanseri, genis bir gizlilik
siresine (20-30 yil) sahiptir ve teshis edildigi ortalama yas 68'dir (Karna ve ark. 2011).

Prostat, sadece erkeklerde bulunan ve seminal sivinin bir kismin tiretmek ile goérevli
tlbulo-alveolar bir bezdir. Rektumun (kalin bagirsagin son kismi) dniinde ve mesanenin
altinda yerlesmistir. Idrar akimin1 saglayan iiretra (idrar yolu) ile ¢evrilmistir (Sekil 2.9).
Prostat bezi, mesane fonksiyonunu kontrol etmek i¢in; sinirlerin, kan damarlarinin ve
kaslarin yakininda lokalize olmustur. Prostatin biyiikligi, yas ile degisiklik
gostermektedir. Daha geng erkeklerde saglikli bir prostat bezi, ceviz biiyiikliigiindedir.
Prostat, yetiskinlerde genellikle ayni biiylikliikte kalir ve hormonlara bagli olarak yavas
bir biiytime gosterir. Yash erkeklerde, prostat boyutu daha buyuk olabilmektedir
(Cancer Council 2013). Androjen olarak adlandirilan erkek hormonu prostatin
biiyiimesine katki saglamaktadir. Prostat asir1 biiyiidiigii zaman {iiretraya baski yaparak

idrarin mesaneden akimini yavaslatir ya da durdurur (Anonim 2013a).

Mesane

/ | A . Seminal
| l Y | Vezikiil

i 7 Uretra
Prostat ‘I & \

Malign Timor

Sekil 2.9. Prostat bezi ve lokalizasyonu (Anonim 2013a)
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Prostat bezinin i¢ bolimii (iiretranin etrafi) (bkz. Sekil 2.9), yas ile birlikte biiyiimeye
baslar ve bu durum, iyi huylu prostat hiperplazisi (benign prostatic hyperplasia, BPH)
olarak adlandirilan yaygin bir duruma yol acabilir. BPH kanser degildir, kanser
gelisimine de neden olmamaktadir. BPH'da, prostat dokusu iiretraya baski yapmaktadir,

bu durum da driner sistemde problemlere neden olabilmektedir.

Prostat kanseri, diger kanser tipleri genetik ve epigenetik degisimler sonucu gelisen
karsinomdur. Prostatta, bir ¢cok hiicre tipi bulunmaktadir fakat neredeyse tiim prostat
kanserleri, normal glandular epitelyum hiicrelerinden (asinar hiicreleri) gelismektedir.
Prostat tiimorleri, androjenlere duyarli oldugu icin, prostat kanserinin baslamasi ve
ilerlemesi, androjenlerden etkilenmektedir. Cogu prostat kanseri, diger kanser tiirlerine
gore daha yavas gelismektedir. Erken prostat kanserinde, kanser hiicreleri biiyiir,
invazyon ve metastaz yetenekleri yoktur. ileri dereceli prostat kanserleri ise, mesane,

kemikler ve lenf diiglimleri gibi viicudun diger boliimlerine yayilabilmektedir (Anonim
2013Db).

2.2.1. Prostat kanserinin goriilme siklig

Urolojik kanserler erkeklerde teshis edilen biitiin kanserlerin yaklasik {icte birini teskil
etmektedir ve prostat kanseri urolojik kanserler iginde en yaygin bulunanidir. Prostat
kanseri, 50 yas tlizerindeki erkeklerde en sik goriilen kanser olup yavas ilerleyen bir
malignite olmasina ragmen her yil ¢ok sayida erkek bu nedenle 6lmektedir. Prostat
kanseri, erkeklerde kansere bagli dliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirayi

almaktadir ve kanser 6liimlerinin %210'undan sorumludur (Anonim 2013c).

Diinya Saglik Orgiiti'niin (WHO) 2008 yilinda yaymlanan raporuna gére; diinya
capindaki prostat kanseri sayisi, 1975 yilinda 200 000 yeni vakadan 2002 yilinda 700
000 yeni vakaya ¢ikmistir. 2006 yilinda Avrupa'da prostat kanserinin, 345 900 yeni
vaka ve 87 400 6limle, erkeklerde teshis edilen kanserler i¢ginde dordiincii sirada oldugu
tespit edilmistir. Prostat kanserinin insidans orani hizla artmaktayken bircok Ulkede
1994 yilindan itibaren prostat kanserine bagli mortalite hizlar1 kademeli olarak diismeye
baslamistir. Mortalitedeki bu azalmaya, prostat spesifik antijeninin (PSA) katkisinin
bulundugu tespit edilmistir fakat bu olgu etkinin tamamini agiklayamamaktadir (WHO
2008).
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Diinya Saghk Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan
yayimlanan Globocan verilerine gore; 2008 yilinda diinya ¢apinda kaydedilen toplam
yeni kanser olgular1 % 14 (903 500), yeni kanser dltimleri ise % 6 (258 400) oranindadir
(WHO 2008). ABD'de 2008 yilinda, 186 300 kisiye prostat kanseri teshisi koyulurken,
28 700 kisi ise prostat kanserinden yasamimi yitirmistir (Antonarakis ve ark. 2010).
Turkiye'de kanser sikligi Diinya ve Diinyanin gelismekte olan iilkeleriyle benzerlikler
gostermektedir. Ulkemizde de prostat kanserine sik rastlanilmaktadir. Saglik Bakanlig
verilerine gore; 2008 yilinda prostat kanseri insidansi, diinya c¢apinda 28/100 000,
Avrupa'da 60/100 000 iken; ulkemizde bu oran 36,1/100 000'dir ve erkeklerde goriilme
siklig1 bakimindan akciger kanserinden sonra gelmektedir (Giiltekin ve Boztas 2014).

Ulkemizde erkeklerde en sik gériilen kanser insidanslar1 Sekil 2.10'da gosterilmektedir.

Trakea, Brons Akciger GGG 5 O
Prostat NS 6, 1
Mesane TN 1.4
Kolorektal INEEG—G_—— 1.0
Mide NN 16,7
Lannks N 81
Non-Hodgkinlenfoma IR 7.2
Bobrek W 6.3
Pankreas M 5.4
Boyin, simirsisten I 5 4

Sekil 2.10. Erkeklerde en sik goriilen ilk 10 kanserin yasa gore standardize edilmis
hizlarinin dagilimlar1 (100 000 kiside) (Gtiltekin ve Boztas 2014).

Prostat kanseri insidansi, {ilkeler ve etnik gruplar arasinda biiylik farklilik
gostermektedir. En ylksek oranlar Amerika Birlesik Devletleri'nde 6zellikle siyah
popiilasyon gruplar1 arasinda, Kanada, Isvigre, Avusturya ve Iskandinav iilkelerinde
goriilmektedir. En diisiik oranlarin ise, Italya ve Ispanya'daki gesitli popiilasyonlarda,
Kore, Cin ve Hindistan'da ve Asyanin diger bolgelerinde bulundugu bildirilmistir.
Insidanstaki bu biiyiik farkliliktan; cografyanm, yasam tarzimn, diyet aliskanliginm

cevresel faktorlerin ve kalitimin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (WHO 2008).

21



Prostat kanserinin diinya ¢apindaki oranlar ile ilgili yapilan yeni bir ¢caligmada, insidans
oranlarinin gelir seviyesi ile iliskili oldugu bulunmustur. Kuzey Amerika, Okyanusya,
Bati ve Kuzey Avrupa iilkelerini kapsayan diinyanin en yiiksek gelir bolgelerinde
insidans oranlarinin daha yiiksek oldugu, Giliney Amerika, Karayipler ve Sahra alt1
Afrika bolgelerini iceren diigiikk ve orta seviyeli gelir yerlerinde ise 6liim oranlarinin
daha fazla oldugu bulunmustur (Anonim 2012a).

Son yillarda, yillik kansere yakalanma vakalar1 ve kanser nedeniyle 6liim oranlarinda
onemli bir artis egilimi goze batmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) raporuna
gore, diinya genelinde kansere yakalanma sayisinin gelecek 20 yilda yaklasik iki kat
artarak yillik 22 milyona, kanser nedeniyle 6liim sayisinin da yillik 13 milyona ulagmasi
ongorultyor (WHO 2014). Prostat kanseri hastalik yiikiiniin 2030 yilina dek 1,7 milyon
yeni kanser vakasina ve 499 000 6liime ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim 2012a).
2014 yili boyunca ABD'de, 233 000 yeni olguya prostat kanseri tanist konulacagi ve 29
480 kisinin prostat kanserinden hayatin1 kaybedecegi dngoriilmektedir (Siegel ve ark.
2014).

2.2.2. Prostat kanseri risk faktorleri

Prostat kanserinin etiyolojisi halen tam olarak anlagilamamistir. Yapilan ¢alismalarda,
tatiin ve alkol kullanimi ile prostat kanseri riski arasinda higbir iliski bulunamamustir.
Bazi beslenme aligkanliklariyla prostat kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu
gosteren zayif kanitlar bulunmaktadir ancak insidansin tamami beslenme
aligkanliklarina dayandirilamaz (WHO 2008). Prostat kanseri igin birka¢ risk faktor

belirlenmistir:

Yas: Prostat kanserinde bugiin kabul edilen en 6nemli risk faktorii yaslanmadir. Yas
arttikca prostat kanseri gelisme riski de artmaktadir. Prostat kanseri, 45 yas altindaki
erkeklerde nadir goriilmektedir ve kanser gelisme riski ¢cogunlukla 50 yasindan sonra
artmaya baglamaktadir. Tiim prostat kanseri durumlarinin yaklasik %601, 65 yas ve
tizeri erkeklerde saptanmaktadir. 50 yas ve lizeri erkeklerde prostat kanseri gorilme
orant %97'dir (Anonim 2014b).
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Genetik yatkinlik: Genetik ¢alismalar, giiglii ailesel yatkinligin prostat kanserlerinin %5
ila %10'undan sorumlu olabildigini gostermistir. Aile Oykiisii, baz1 erkeklerde prostat
kanseri riskini arttirabilmektedir. Ailesinde (baba ya da erkek kardes), 6zellikle birinci
derece akrabalarinda prostat, meme ya da ovaryum kanseri olan veya prostat kanserli
geng (50 yasin altinda) yakinlara sahip kisilerin, prostat kanseri riskini arttiran kalitsal
bir gene sahip olabilecegi soylenmektedir. Fakat, ger¢ek anlamda kalitsal prostat kanseri
¢ok nadirdir ve genellikle 55 yasin altindaki erkeklerde goérilmektedir (Anonim 2013d).
Erkek kardeslerde prostat kanseri 0ykusi olan ve birden fazla kusakta prostat kanseri
gorulen ¢ok sayida aile olmasina karsin, prostat kanseri i¢in birkag yil 6nce meme
kanseri icin kesfedilen genlerin (BRCA1 ve BRCA2) dnemine benzer dnemde bir gen
heniiz bulunamamistir (WHO 2008).

Irk: Heniiz bilinmeyen nedenlerden o6tirl Afrika kokenli erkeklerde prostat kanseri
insidans oranlar1 daha yiiksektir. Asya kokenliler bu agidan daha diisiik risk
tasimaktadirlar (Tuna 2005). Yapilan arastirmalar sonucu, diinya ¢apindaki en yiiksek
prostat kanseri insidans orani, Afrika kokenli Amerikalilarda ve Afrika'nin Karayipler

bolgesindeki erkeklerde tespit edilmistir (Anonim 2014b).

Beslenme: Makro besinlerin alimiyla prostat kanseri riski arasinda az da olsa bir iliski
oldugu bulunmustur. Calismalar, islenmis et ya da siit {irlinlerinin prostat kanseri i¢in
bir risk faktorii olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica bazi ¢aligmalarda hayvansal
yag bakimindan zengin ve et igeren gidalarla beslenmenin prostat kanseri riskini
arttirdig1 gosterilmektedir. Obezite de prostat kanseri riskini arttiran énemli bir saglik
sorunudur. Son yillarda yapilan bir ¢alismaya gore; selenyum (Se) mineralini igeren
besinler, prostat kanseri insidansini diisiirebilmektedir. Topraklart Se minerali agisindan
fakir yorelerde, bu mineralden zengin yorelere oranla bazi kanser gesitlerinin sik

goriilmesi de bu etkiyi kanitlar niteliktedir (Clark ve ark. 1997).

Sigara ve alkol: Yapilan ¢alismalara sonucu, tittin ve alkol kullanimi ile prostat kanseri
riski arasinda higbir iliski bulunamamistir. Sadece bir raporda, giinde 35 ve daha fazla
sayida sigara igmenin prostat kanseri 0liim riskini arttirdigi gosterilmistir (Akiba ve

Hirayama 1990).
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Giliniimiize dek yapilan arastirmalarda, alkol kullaniminin prostat kanseri riskini
arttirdigt ile ilgili higbir veriye ulagilamamigtir ve alkol tiiketimi ile prostat kanseri
arasindaki iligkilerin arastirildigi  onceki epidemiyolojik ¢alismalarin  sonuglari
tutarsizlik gostermektedir. Alkol kullanan prostat kanserli kisilerde, ileri dereceli ya da
oliimciil prostat kanseri riskinin daha fazla oldugu bildirilmistir (Gong ve ark. 2009).
Fakat baska bir ¢calismada; alkol ve ileri dereceli kanserler arasinda hi¢bir 6nemli iliski
saptanamamustir, ileri dereceli olmayan kanser durumlarinda alkol kullaniminin kanser

riskini arttirdig1 yoniinde higbir veriye ulasilamamistir (Watters ve ark. 2010).

2.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri 20. yilizyilin baslarinda nadir gorllen bir hastalik iken, sigara igme
alisgkanlhigindaki artisa paralel olarak siklig1 giderek artmistir ve bugiin diinyada hem
erkeklerde hem de kadinlarda yaygin olarak goriilen kanser tiiri haline gelmistir (Spiro
ve Porter 2002). Diinyada her y1l akciger kanseri sebebiyle 1,3 milyon kisi 6lmekte ve
1,4 milyon kisiye akciger kanseri tanisi1 konmaktadir (WHO 2010). Akciger kanserli
olgularin ancak % 15'inin tan1 konulduktan sonra hayatta kalma sireleri 5 yildan
fazladir (Jemal ve ark. 2002). Erken teshislerde karsilagilan zorluklar ve etkili tedavi
yontemlerinin eksikligi de kiiclimsenmeyecek oOlgiide akciger kanseri mortalitesini

(6liim oranini) arttirmaktadir (Wong ve ark. 2009).

Akcigerler, gogiis boslugumuzda bulunan, nefes alip verirken oksijenin dokulara
alinmasii ve karbondioksitin disar1 atilmasini saglayan solunum sisteminde gorevli
temel organlardir. Akcigerler slingerimsi yapida ve koni seklinde bir ¢ift organdir ve her
akciger "lob" olarak adlandirilan bdliimlerden olusmaktadir. Sol akciger 2, sag akciger
ise 3 lobdan olugmaktadir. Akcigerler, solunum islevini yapisinda bulunan brons ve
bronscuk olarak adlandirilan hava kesecikleri sayesinde gergeklestirmektedir. Akciger
kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogaldigi bir hastaliktir ve bu
kontrolsiiz ¢ogalma, hiicrelerin ¢evredeki dokulari istila etmeleri veya akciger disindaki

organlara yayilmalar1 (metastaz) ile sonuglanabilir (Anonim 2014c) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Akcigerlerin yapist ve solunum sisteminde gorevli diger organlar (Cancer
Council 2012'den degistirilerek alinmistir)

Akciger kanserlerinin biiylik cogunlugu, epitel hlcrelerinden kdken alan karsinomlardir.
Bu kanser turlerinde histopatolojik siniflandirma klinik yaklasim ve hastaligin prognozu
acisindan oldukga 6nemli olup kanserli hicrelerin mikroskop altindaki goriintiisiine

gore 2 gruba ayrilmaktadirlar (Rom ve ark. 2000):

1) Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK, Small cell lung cancer - SCLC): KHAK,
yogun niikleuslu, dar sitoplazmali, olduk¢a siddetli bir tabiata sahip olan ve bircok
blylme faktoru iceren diizenli kii¢iik hiicrelerden olusmaktadir. Timor olusumu,
cogunlukla bronglarda baslar. Hizl1 seyirli oldugundan dolayi, tan1 konuldugu zaman bu
tiimorler cogunlukla viicudun diger boéliimlerine (beyin, karaciger ve kemik iligi)

yayilmis olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu kanser tird, genellikle sigara igenlerde
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goriilmekte ve akciger kanserlerinin %20-25'ini olusturmaktadir (Zeren 2000, Otto
2001).

2) Kiigiik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK, Non-small cell lung cancer-NSCLC):
KHDAK, kiiclik hiicreli akciger kanseri disindaki diger epitelyal akciger kanseri
tiradir. KHDAK, KHAK'den daha yavas gelisim ve yayilim gdstermektedir ve daha
yaygindir. Tim akciger kanserlerinin  %75-80'ini  olusturmaktadir. KHDAK,
Adenokarsinom, Yass1 (Squam6z, epidermoid) Hucreli Karsinom ve Blylk Hucreli
Karsinom gibi alt gruplar1 bulunmaktadir. Bu kanser tirleri, benzer klinik ve biyolojik
karakter gosterdigi icin kiguk htcreli dist akciger kanseri olarak ayni grupta

toplanmaktadirlar.

- Yassi (squaméz, epidermoid) hicreli karsinom (SHK), KHDAK!'lerinin %30 - 40'in1
olusturmaktadir. SHK'da hiicreler biiyiik, basik ve tabakali, ¢ekirdek (niikleus) orani
yiksek ve tek sitoplazmalidir (WHO 1981). Siklikla proksimal bronstan koken
almaktadirlar ve orta veya zayif farklilasmis hiicrelere sahip olmasi ile karakterize
edilmektedirler. Bu kanserler, erkeklerde daha yaygindir. Yavas biliylimeye egilimli
oldugu ig¢in in situ karsinomdan belirgin tiimor haline doniismesi 3 - 4 yil stirmektedir.
Nadir goriilen metastaz yavastir ve kanser en sonunda karacigeri, adrenal bezleri ve lenf
diigiimlerini etkilemektedir. Cogunlukla sigara i¢enlerde goriilmektedir (Ginsberg ve
Schmocker 1990).

- Adenokarsinomlar (ADK), KHDAK'lerinin yaklasik %20 - 30'unu olusturmakta ve
cogunlugu periferik olmak Uzere ylzey epitelindeki bronsiyal mukoza bezlerinden
koken almaktadirlar (Ginsberg ve Schmocker 1990). ADK'da hicreler belirgin
niikleoluslu (¢ekirdekcik), vezikiiler niikleuslu ve genis sitoplazmali olup metastaz

yetenegine sahiptir. Sigara icimi ile daha az baglantili olan tiimoér tipidir ve kadinlarda

daha yaygindir (Ertlirk 2006).

- Buyuk htcreli karsinomlar (BHK) ise nadir gorulen tipi olup, KHDAK'lerinin yaklagik
%9'unu olusturmaktadirlar ve farklilagsma gostermemektedirler (Ginsberg ve Schmocker
1990). BHK'da hucreler blyuk nikleuslu ve belirgin nikleolusludur (Zeren 2000).
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2.3.1. Akciger kanserinin goriilme sikhg

Akciger kanseri, diinyada tiim kanser tiirleri arasinda en sik saptanan ve en 6lumcil
kanser turu olup 2008 yilinda, 1,6 milyon olguya akciger kanseri tanisi konulmustur
(Akkoclu 2013). Akciger kanseri, 20. yilizyilin baslarinda nadir gorilen bir hastalik iken,
bugiin hem erkeklerde hem kadinlarda kanserden Gliimlerinin basinda yer almaktadir.
Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) raporuna gore; akciger kanseri, tiim diinyada
erkeklerde en sik 6liime neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser tiiriidiir (WHO
2008).

Mortalitesi (6liim orani) oldukca yiliksek olan bu kanser tiirii, hem erkeklerde hem de
kadinlarda tiim kanser olgularinin %13-15'inden, kanser 6lumlerinin ise yaklasik %Z20-
30'undan sorumludur. Erkeklerde kadinlara gore iki kat daha sik rastlanmaktadir. Ama,
zaman icinde meydana gelen sosyolojik degisiklikler kadinlarin da sigara kullanma
alisgkanliklarimin arttirmistir ve bunun sonucunda kadinlarda da bu kanser tlrinin
goriilme siklig1 artmistir. Akciger kanserinin kiiresel insidans artis hizi, yilda %0,5 iken,
ozellikle kadinlarda her yil %4,1 artis s6z konusudur. Erkeklerde en yiksek insidans
oranlari, Dogu ve Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika, Mikronezya, Polinezya ve Dogu Asya
ulkelerinde gorulirken, kadinlarda Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Avustralya/Yeni
Zelanda ulkelerinde gortlmektedir. Akciger kanserinin en diisiik siklikta rastlandigi
ilke ise, Afrika'dir (Akkoclu 2006, 2013, Jemal ve ark. 2011). Akciger kanseri
insidansi, Orta ve Dogu Avrupa'da 57/100 000; Kuzey Amerika'da 36/100 000 olarak
saptanmistir. Akciger kanserli olgularda tami sonrasi 5 yillik sag kalim, 1974-1976
yillar arasinda %12 iken, 1992-1997 yillar1 arasinda ¢ok az yiikselmis ve %15 oranina
ulagmistir. Glnimuzde kemoterapi etkinligindeki ilerlemeye ragmen, akciger kanserli
erkeklerde 5 yillik sag kalim %14, kadinlarda ise %18 gibi diisiikk oranlarda kalmigtir
(Jemal ve ark. 2002, Ece ve Mandel 2013). Bununla birlikte, erken evrelerde bes yillik
sag kalim %60-70'dir ancak ileri evre olgularda bu oran %5'in altina diismektedir
(Travis ve ark. 1996, Mountain 1997, Ginsberg 2005).

Gelismis iilkelerde onceleri kanserden olimlerin %34'inden akciger kanseri sorumlu
iken, gunumuzde %?28'inden sorumludur. Bu azalmalarin nedeni, gelismis tilkelerde

sigara kullaniminda belirgin azalma ve sigara iceriginde yapilan degisikliklerdir.
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1980 yil1 baslarinda, hem ABD'de hem de Avrupa ulkelerinde baslatilan sigara karsiti
kampanyalar sonucu, erkeklerde sigara tiikketiminin azalmasina bagl, akciger kanseri
siklig1 ve mortalitesi de azalmaya baslamistir. Ancak gelismekte olan Ulkelerde sigara
kullaniminda azalma olmamasi bilakis artmasi sonucunda hem erkeklerde hem de
kadinlarda tim kanser oliimleri i¢inde Onemli yerini korumakta ve belirgin artis

gozlenmektedir (Akkoglu 2013).

Akciger kanserlerinin siklig1 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de artmaktadir. Saglik
Bakanlig1 verilerine gore; 1983-1989 yillar1 arasinda Tirkiye'de kanser insidanst 32/100
000 olarak hesaplanmistir ve bu insidansin %26'lik boliimiinii en sik goriilen kanser tiirii
olan akciger kanseri vakalar1 olusturmustur. 1991-1992 verilerine gére solunum sistemi
kanserlerinin orani, tim kanserler iginde %43 olarak bulunmustur (Ertirk 2006). 2001
yilinda Izmir 6lgeginde ilk defa topluma dayali gercek kanser insidans verileri
yaymlanmstir. Izmir Kanser Izlem Denetim Merkezi'nin 1993-1994 yillar1 verilerine
gore; akciger kanseri tum kanserler icinde erkeklerde %38,6'lik oranla en biiyiik boliimii
olusturmaktadir. Kadinlarda ise %°5,2'lik oranla 7. siradadir (Fidaner ve ark. 2001).
Saglik Bakanligi'nin Ocak 2014'de yayinladigi 2009 yili verilerine gore; akciger kanseri
insidans1 kadinlarda 8,1/100 000'dir ve tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen
5. kanser tiriidiir (Giiltekin ve Boztas 2014). Ulkemizde kadimnlarda en sik goriilen

kanser tiirleri ve insidanslar1 Sekil 2.12'de gosterilmektedir.

Meme NG 06
Tiroid I 12.6
Kolorektal GG 13.4

Uterus Korpusuy [T 9.3
Trakea Brons Akciger T 2.1
Mide T 2. 1
Over _ 6.9
Non-Hodgkin lenfoma R 5.2

E!q"-,.lll. Sinr sastem - 50
Uterus Serviksi [l 4.5

Sekil 2.12. Kadinlarda en sik goriilen ilk 10 kanserin yasa gore standardize edilmis
hizlarimin dagilimlari (100 000 kiside) (Giiltekin ve Boztag 2014)
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Ayni raporda, erkeklerde akciger kanseri insidansinin 66/100 000 oldugu ve en sik
goriilen kanserler arasinda ilk sirada yer aldigi bildirilmistir (bkz. Sekil 2.10). Akciger
kanserinin evreleri incelendiginde; %57,9'unun uzak metastaz yaptigi tespit edilmistir
(Sekil 2.13). Akciger kanserinin teshisi genellikle ge¢ olmaktadir ve hastalarin yarisi
ileri evrelerde teshis edilmektedir. Bu nedenle de sag kalim siireleri diger kanserlere
gore oldukga disiiktiir (Giiltekin ve Boztag 2014). Bunun yani sira; her bir akciger
kanserli olgunun ortalama tedavi maliyetinin yaklagik 20 000 TL oldugu goz oniine
alindiginda, hastalik yiikiiniin 6nemli boyutlara ulagsmis oldugu goriilmektedir (Ece ve
Mandel 2013).

W Lokalize
m Bolgesel

57,9 Uzak yayihim

Sekil 2.13. Akciger kanseri evrelerinin yiizde dagilimlar1 (Giiltekin ve Boztag 2014)
2.3.2. Akciger kanseri risk faktorleri

Sigara: Sigara kullanimi, akciger kanserinin en sik goriilen risk faktoriidiir ve akciger
kanseri tanist konulan olgularin %94'Unden sorumludur (Akkoclu 2013). Polisiklik
hidrokarbonlar, aldehitler, peroksitler, nitrozaminler, benzopiren, vinil klortr, karbon
monoksit, asit sinhidrik, aseton, naftalin, amonyak, toluidin, dretan, toluen, fenol, butan,
arsenik, radon, bizmut, kursun, nikel, kadmiyum, berilyum, kadyum, polonyum 210
(radyoaktif madde) ve DDT (bocek oldirticl) sigara dumaninda tanimlanmis olan
karsinojenlerden birkaci olup sigara dumanindaki 4000 cesit zehirli kimyasal madde
solunum yoluyla alinmaktadir (Alberg ve Samet 2003, OzIu ve Biilbil 2005, Jeong ve
ark 2011). Bunlarin bir kismi radyoaktif ozelliktedir. Polisiklik hidrokarbonlar ve N-

nitrozamin 6zellikle pro-karsinojenik olarak tanimlanmistir (Akkoclu 2013).
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Bunun yani sira; pipo, puro ve diger sigaralara benzer sekilde light sigara kullanim1 da

akciger kanseri riskini arttirmaktadir (Molina ve ark. 2008).

Sigaranin akciger kanseri nedeni oldugu yoniinde ilk bulgular 1962 yilinda
yayimlanmistir (Spiro ve Porter 2002). Sosyoekonomik diizeyi gelismis tilkelerde sigara
tiketiminin basarili olarak onlenmesiyle, bu iilkelerde akciger kanseri sikligi oldukga
azalmistir. Ancak; akciger kanseri 6liim oranlari, tiitiin tiiketiminin arttig1 gelismekte
olan ulkelerde hala belirgin bir sekilde artmaktadir. Giiniimiizde ortalama 1,2 milyar
kisi sigara igmekteyken; 2030'lu yillarda 2 milyar kiginin sigara bagimlis1 olacagi
tahmin edilmektedir (Anonim 2014d).

Akciger kanseri riski; sigara icenlerde, icmeyenlere gore 24-36 kat daha fazladir. Pasif
icicilik seklinde, tiitiin dumanina maruz kalma da akciger kanseri olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir. Pasif sigara iciminde risk, %3,5'tur. Sigara icme siresi, giinde icilen
sigara sayisi, icilen sigara tipi, sigaraya baslama yasi, derin inhalasyon da kanser
gelisimini etkilemektedir. Ayrica sigaranin filtresiz olmasi ve yogun katran icermesi de
ek faktorlerdir (Akkoclu 2013). Bununla beraber akciger kanseri, sigara igmeyenlerde
de gorulebilmektedir. Akciger kanserli erkeklerin %10 ve kadinlarin ise %20-25'inde
gelisen akciger kanserlerinin, sigara ile iliskili olmadig: bildirilmistir (Palmarini ve Fan
2001, Thun ve ark. 2008). Sigara igmeyen kisilerde goriilen akciger kanseri, cogunlukla
genetik  faktorlerin, radon gazinin ve hava Kkirliliginin  kombinasyonuna
dayandirilmaktadir (Catelinois ve ark. 2006, Gorlova ve ark. 2007, Kabir ve ark. 2007).
Gelismis tilkelerde sigara i¢cimi prevalansi kadinlarda %20-40, erkeklerde %30-40 iken
gelismekte olan iilkelerde bu oranlar sirasiyla %2-10 ve %40-60'cir (itil 2000). Diinya
genelinde ise; erkeklerde %47-52, kadinlarda %10-12 siklikta sigara kullanimi oldugu
tahmin edilmektedir (Spiro ve Porter 2002). Tirkiye'de sigara igme oranlarinin
kadinlarda %24, erkeklerde %63 oldugu tahmin edilmektedir. Toplumumuzun buylk
kismini kapsayan yiiksek sigara tiiketimi géz Oniine alindiginda, gliniimiizde ve gerekli
Onlemler alinmazsa yakin gelecekte bir akciger kanseri epidemisi ile karsi karsiya
oldugumuzu séylemek yanlis olmaz. O halde akciger kanseri mortalitesini 6nlemede en

ucuz ve etkili yol, sigara tiiketiminin azaltilmasidir (itil 2000, Akkoglu 2013).
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Hava kirliligi: Aromatik hidrokarbonlar gibi ¢esitli bilesiklerin neden oldugu hava
kirliligine uzun siire maruz kalma, akciger kanserine neden olan Onemli g¢evresel
faktorlerden birisidir. Nitekim kentlerde kirsal kesimde oturanlara gore akciger kanseri
gelisimi 1- 3 kat daha fazladir (Molina ve ark. 2008, Akkoclu 2013). Hava kirliliginin
tiim akciger kanser olgularinin %1-2'sinden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Doll

ve Peto 1981, Kabir ve ark. 2007, Gorlova ve ark. 2007).

Meslek: Meslekleri nedeniyle asbest, radon, aliminyum, nikel, kadmiyum, krom,
kémdar, demir gibi kimyasal maddelere ve radyasyona uzun sire maruz kalan kisilerde
akciger kanseri goriilme oran1 yikselmektedir (Boffetta 2004). Ozellikle gemi yapim,
yap1 malzemeleri ¢ikarimi, ¢anak-¢Omlek imalati, matbaa isleri, madencilik vb.
mesleklerde calisanlarda akciger kanseri daha sik goriilmektedir. Mesleki faktorlere
bagli olarak gelisen akciger kanserli olgularin yaridan fazlasi asbest maruziyeti ile
iliskilidir. Asbest; gemi, ucak, otomobil, insaat ve tekstil sektoriinde kullanilmakta olan,
dogada bulunan, 1s1ya ve kimyasal maddelere dayanikli bir grup fibroz silikatin genel
adidir. Akciger kanseri, asbest liflerinin inhalasyonuna bagli olarak gelisebilmekte ve
bu risk kiimiilatif asbest maruziyetiyle orantili olarak artmaktadir. Sigara ile beraber
asbest maruziyeti akciger kanseri riskini sinerjistik olarak arttirmaktadir. Asbest
maruziyetinde bu risk 5 iken, sigara ile birlikte oldugunda risk 50-100 kat artar.
Mesleksel radon maruziyetinde risk 20 kat artmaktadir. (Craighead ve Mossman 1982,
O'Reilly ve ark. 2007, Attanoos 2010).

Beslenme: Birgcok epidemiyolojik c¢aligmada beslenmenin, akciger ve diger kanser
risklerini orta derecede diislirdiigii gosterilmistir. Bunlar1 takip eden arastirmalarda,
retinol veya vitamin A iceren retinoidlerin dncull olan B-karotenin akciger kanseri riski
distikligi ile iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Akkoglu 2013). Vitamin E, C ve
selenyum da benzer sekilde antioksidan etkiyle akciger kanseri riskini azaltmaktadir.
Son yillarda kolesteroliin akciger kanseri riskini artirdigi da ileri siirtilmektedir. Akciger
kanserinde diyetin, %35 oraninda etkili oldugu ileri siiriilmektedir (itil 2000).
Antioksidant vitaminler ve B-karoten gibi diger mikrobesinler bakimindan zengin
diyetin akciger ve diger kanserlerin riskini azalttig1 bildirilmekle birlikte bazi
calismalarda bu besinlerin yiiksek dozda alinmasinin zarar verici olabilecegi de isaret

edilmektedir (Krinsky ve Johnson 2005, Ruano-Ravina ve ark. 2006).
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Genetik yatkinlik: Son 60 yildir akciger kanserinin agregasyonu ve ailesel gecis
konusunda yapilan aragtirmalar sonucunda, hastaligin gelisiminde kalitimsal faktorlerin
de rol oynadig ileri sitiriilmektedir ve akciger kanseri gelisiminde; genetik aktarim,
sigaradan sonra en 6nemli risk faktoridir. Ornegin; P53 mutasyonu tasiyan ve sigara
icen kisilerde, akciger kanseri riskinin 3 kat arttigi bildirilmektedir (Hwang ve ark.
2003). Epidermal buytme faktorid T790M mutasyonu tasiyan bir ailede ise ¢ok sayida
KHDAK'li olgunun oldugu rapor edilmektedir (Li ve Hemminki 2004). P-450 enzim
sisteminde yer alan aril-hidrokarbon hidroksilaz enzimi aktif oldugunda, sigara
dumaninda yogun olarak bulunan polisiklik hidrokarbonlar: aktif karsinojenlere
cevirmektedir ve akciger kanseri riskini 8 kat artirmaktadir (Bilgel 2001). Kanserli
hastalarin birinci derece yakinlarinda akciger kanseri riski 2,4 kat artmaktadir (Itil

2000).

Epidemiyolojik agidan bakildiginda akciger kanseri, Onlenebilir bir hastaliktir. Bilinen
risk faktorleri elimine edildiginde, %85-100 oraninda gelisiminin azalabilecegi tahmin
edilmektedir. Bunun i¢in Oncelikle sigara kullanimini en aza indirecek ve tiimiiyle

ortadan kaldirabilecek 6nlemlerin alinmasi gereklidir (Akkocglu 2013).
2.4. Rosmarinus officinalis L. (Biberiye)

Lamiaceae (Labiatac) familyasina ait olan Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisi,
yurdumuzda dogal olarak yetisen dnemli bir tibbi ve aromatik bitki tiiriidiir. Ulkemizde,
kusdili, hasalban, piirem, akpiliren ve urum c¢igegi gibi farkli isimlerle de anilmaktadir
(Baytop 1984). Rosmarinus, Latince kelimesi, "denizin ¢igi" ya da "deniz nemi"
anlamma gelmektedir. Genellikle deniz kenarlarinda ¢ok yaygin bulunmasindan ve

deniz iklimini ¢ok sevmesinden dolay1 bitki bu ismi almistir (Sasikumar 2004).

Eski Yunan ve Romalilar doneminde biberiye, hem mutfakta yemeklerin
lezzetlendirilmesinde hem de tibbi, tedavi amag¢lh kullanilmistir. Antik ¢aglardan beri
hafizay1 artirict etkisi olduguna inanilan biberiye, Eski Yunanlilar tarafindan hafizayi
giiclendirmek ve konsantrasyonu arttirmak i¢in kullanilmistir. Hafif uyaric1 6zellikleri
nedeniyle de cesitli halk ilaclarinin bilesimine katildigi bilinmektedir. Biberiyenin,
Ikinci Diinya Savas1 sirasinda mikrobik hastaliklarin bulagsmasini engellemek ve

hastaliklar1 tedavi etmek ic¢in, hasta odalarinda yakilmak suretiyle havanin
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temizlenmesinde kullanildigi bilinmektedir. 15. yiizyilda insanlarin veba salginindan
korunmak icin biberiye bitkisini kullandig1 da sdylenmektedir. Bunun yani sira, biberiye
"baglilik" sembolii olarak kabul edilerek diigiin torenlerinde, "unutulmayacak olmanin"
simgesi olarak da cenaze torenlerinde kullanilmistir (TUrker ve ark. 2011). GlnUmuzde
ise biberiye; kozmetik, parfimeri, aromaterapi, eczacilik ve gida gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Bitkinin yapraklar1 baharat ve tat verici olarak yemeklerde, ugucu yagi
antioksidan olarak gida sanayinde, parfiimeride ve kozmetikte (sabun, krem, deodorant,
kolonyalar, sa¢ tonikleri, sampuanlar vb.) kullanilmaktadir. Ayrica; biberiye ve
biberiyeden elde edilen ekstreler, anti-bakteriyel ve antioksidan etkiye sahip olup et ve
yaglarin kalitesinin bozulmadan saklanmasinda da kullanilmaktadir (Giilbaba ve ark.

2002).

Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisi, Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetisen ve
birgok iilkede kolayca kiiltiirii yapilan aromatik bir bitkidir. Ulkemizin Akdeniz iklimi
Ozelliklerine sahip bat1 ve giiney kiyilarinda dogal olarak yayilis gostermekle birlikte
Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgelerinin kiyt kesimlerinde siis bitkisi amaciyla
yetistirilmektedir. TUrkiye'de biberiye bitkisinin dogal olarak en yogun bulundugu ve
buna bagli olarak da en fazla biberiye Uretiminin yapildigi Mersin ve Adana yoresinde
biberiye bitkisinden yararlanma, tamamen dogal yayilis alanlarindan bilingsizce
toplanma seklinde olmaktadir. Biberiye bitkisinin dogal ortamlarindan bilingsizce
toplanmasi bir ¢ok riski de beraberinde getirmektedir. Bu durum, gen kaynaklarinin
erozyona ugramasina, elde edilen {iriinlin temiz, homojen ve standart olmamasina neden
olmaktadir. Biberiyenin dogada bilingsizce hasat edilmesinden ve dogal yetisme
alanlarmin yeni sanayi bolgelerine ve yerlesim alanlarmma dondstiiriilerek tahrip
edilmesinden dolayr dogal yayilis alanlar1 giin gegtikce daralmaktadir. Dolayistyla;
biberiye, kontrolsiiz ve asir1 toplama, hizli sanayilesme ve arazi agmaciligi gibi
nedenlerle yok olma tehlikesi ile karsi karsiya bulunmaktadir (Tirker ve ark. 2011).
Biberiye populasyonunun dogal yetisme alanlari daralmasina ragmen, son yillarda
talepteki artiga paralel olarak dogal alanlardan yapilan hasatta da artis olmaktadir
(Giilbaba ve ark. 2002). 2012 yilinda, iilkemizde biberiye ihracatinin toplam 1 205 632
kg ve saglanan yillik gelirin de 2 613 616 $ oldugu bildirilmektedir (Baser 2014).
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Rosmarinus officinalis L. bitkisi haricinde Rosmarinus genusu, 4 bitki turi daha
icermektedir. Rosmarinus eriocalyx, Kuzeybati Afrika ve Giiney Ispanya'da dogal
olarak yayilis gostermektedir. Bu bitki tiirii, diger biberiye tiirlerinden yapraklarinin
kiiciik olmasi, yogun tiiylii ¢icek saplarina sahip olmasi ve diisiik biiyiime gostermesi
(25 cm-1 m) ile ayirt edilmektedir. Rosmarinus tomentosus, Rosmarinus laxiflorus ve
Rosmarinus lavandulaceus, Akdeniz iilkelerinde yayilist olan diger tiirlerdir.
Rosmarinus palaui, ilk kez 2002 yilinda tanimlanmistir ancak bu tiirtin dogrulugu hala

tartisma konusudur (Martin ve Bermejo 2000, Angioni ve ark. 2004, Anonim 2014e).

2.4.1. Lamiaceae (Labiatae, Ballibabagiller) familyas1 hakkinda genel bilgiler
Lamiaceae Martinov, Tekno-Bot. Slovar: 355 (1820)

Taksonomik siniflandirmada tiim bitkiler akrabalik derecelerine gore gruplandirilarak
familyalara ayrilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan Rosmarinus officinalis L. bitkisi,
Lamiaceae (Labiatae, Ballibabagiller) familyasina ve Rosmarinus cinsine ait bitki
tiraddr. Bu familya bitkileri, bir veya ¢ok yillik otsu, nadiren gali, bazen de sarilic
formdadir. Govdeleri dik ve dort koselidir. Yapraklar; basit, stipulasiz, bazen pinnat
damarli, bazen parcali ve karsilikli dekussat (karsilikli ¢capraz) veya dairesel dizilislidir.
Bitkilerin govde ve yapraklarinda ugucu yag tasiyan Labiatae tipi (sap1 tek, bast 8
hiicreli ve pul seklinde) salgi tiiyleri vardir. Cigekler her nodda vertisillastrum
durumunda, zigomorf ve bilabiattir. Cicekler hermafrodit veya steril (disi fonksiyonel)'
dir. Brakteler yapraklara benzer veya belirgin sekilde farklilagmistir. Brakteoller mevcut
veya eksiktir. Kaliks genelde 5 loblu ist lob 3 disli, alt lob 2 dislidir. Korolla gamopetal,
zigomorfik ve bilabiat ttpsu, genellikle Ust dudak indirgenmis, alt dudak belirsiz 2 veya
3 loblu, dik ya da falkat, az ¢ok konkavdir. Androkeum, 2 veya 4 stamenlidir, stamenler
korolla yiizeyine yapisik ve stamen ¢ogu zaman didinamdir. Ginekeum, 2 karpelli ve 2
tohum taslakli olup her biri ¢eperle 2 bolmeye ayrilmistir. Ovaryum iist durumludur,
stilis ginobaziktir. Meyve, 4 nukstan (merikarp) meydana gelen bir sizokarptir.
Familyanin polen morfolojisinin ayrintili incelenmesi sonucu karakteristik 3 veya 6
kolpuslu iki temel polen tipi bulundurdugu tespit edilmistir. Lamiaceae familyasi,
birlesik petalli familyalar igerisinde ileri derecede gelismis olarak kabul edilmektedir.
Bu durum, cicek yapisinin indirgenmis ve boceklerle tozlasmaya adapte olmasindan
dolayidir. (Chadefaud ve Emberger 1960, Datta 1970, Se¢gmen ve ark. 2000, Akman ve
Glney 2006).
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Kozmopolit olan Lamiaceae (Labiatae) familyasi, ¢ok zengin bir familya olup 250 cins
ve 7000 tur ile temsil edilmektedir (Kahraman ve ark. 2009). Bu familya uyeleri,
Akdeniz tilkeleri basta olmak lizere Avustralya, Giiney Bat1 Asya ve Gliney Amerika'da
yogun yayilis gostermektedir (Temel 2000). Turkiye, Lamiaceae familyasinin énemli
gen merkezlerinden biridir. Turkiye'de Lamiaceae familyasinin endemik tiirlerinin

yogunlastig1 alanlar Anadolu ¢aprazi, Toroslar ve Amanoslardir (Hedge 1986).

Lamiaceae familyasi, iilkemizde 45 cinste yaklasik 574 tiir ile temsil edilmektedir.
Ulkemizde, Lamiaceae familyasinin 257 tiirii endemiktir. Endemizm orami yaklasik
%44,7 olan bu familya, igerdigi takson sayis1 bakimindan Tiirkiye'nin en zengin G¢unci
familyas1 konumundadir (Davis ve ark. 1982, 1988, Glner ve ark. 2000, Kahraman ve
ark. 2009, Guner ve ark. 2012).

2.4.2. Rosmarinus officinalis L."in sistematikteki yeri

Taksonomik Botanik, evrim kurallart iginde tiim bitki tiirlerini, birbirleriyle olan
yakinliklarina ve akrabaliklarina gore belirli gruplar i¢inde siiflandirmaktadir (Davis
ve ark. 1982, Akman ve Giney 2006, Giner 2012).

Regnum : Plantae

Divisio : Spermatophyta (Phanerogamae)
Subdivisio  : Angiospermae

Classis : Dicotyledoneae

Subclassis  : Gamopetalae

Ordo : Lamiales
Familia : Lamiaceae (Labiatae)
Species : Rosmarinus officinalis L., sp. P1.23 (1753)-Biberiye
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2.4.3. Rosmarinus officinalis L."in genel 6zellikleri ve yayilis alanlari

Rosmarinus oficinalis L., sp. P1.23 (1753)

Rosmarinus oficinalis L. (biberiye) bitkisi; 50-100 cm yiikseklikte, ¢ali goriinimunde,
kisin yapragini dokmeyen ve 2 m'ye kadar boylanabilen ¢ok yillik bir bitkidir. Bitkinin
govdesi lifsi yapida, ince, ¢ok dalli ve diktir. Govde ve geng¢ dallar dort koselidir;
govde, bitkinin ikinci yilinda odunsu hale doniismektedir. Yaz - kis yesil kalan
yapraklar, 2-4 cm uzunlugunda, 2-4 mm genisliginde olup sik dallara yapigiktir ve
karsilikli dizilmislerdir. Yapraklar; dar, linear (seritsi), derimsi, mizraks1 ve serttir;
yaprak ucu ise kiittiir. Yapraklarin kenarlar1 diiz olup alt tarafa dogru kivriktir (revolut)
ve taban kismi ¢ok kisa sap seklinde daralmistir. Yapraklarin kenarlari, alt yiiziindeki
tiyli oluklarin iginde bulunan ve bitkinin solunumunu saglayan godzenekleri
koruyabilmek ic¢in ice dogru kivrilmistir. Bazi yorelerde, biberiyeye "kusdili"
denmesinin nedeni yapraklarin bu gériiniimiinden kaynaklanmaktadir. Yapraklarin tist
yuzeyi tiysiz ve parlak koyu yesil renklidir; alt yiizeyi ise ¢ok sayida tiiylerle kaplidir
ve soluk gri-yesil renklidir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Rosmarinus officinalis L. A. Genel goérunum B. Cigekli ve yaprakli dal
(Anonim 2004, Anonim 2014e)

Bitkinin cicekleri soluk mavi, mavimsi beyaz, mor ve eflatun renkli olup yaprak
diplerinden ¢ikarlar. Cogunlukla dallarin ucunda ve yaprak koltuklarinda kiiclik
topluluklar halinde bulunurlar. Kaliks tiip seklinde, iki dudakli ve ¢ok tiiyliidiir.
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Korolla da tiip seklindedir ve iki dudaktan olusmaktadir. Ust dudak dardir ve iki loptan
olugmaktadir, alt dudakta da ii¢ dar lop bulunmaktadir. Alt dudagin orta lobu
digerlerinden daha biiyik ve cukurdur. Andrekeum, 2 stamenlidir; flament ise korolla
tipinden daha uzun, kivrik, mor renklidir ve tabaninda kiigtik bir dis yapisinda ¢ikintisi
vardir (Sekil 2.15). Ginekeum, iki karpelden olusmaktadir, stiliis uzun ve kivrik, stigma
ise iki parcalidir. Ciceklerinde nektaryum bulunur. Biberiye, kis sonu ve ilkbahar
baslangicinda ¢igeklenmektedir. Vejetasyon mevsimi disinda, kis aylarinda ise yogun
olarak acan ¢icekleri ile arilar icin iyi bir nektar kaynagi olusturmaktadir. Tohumlari,
sarims1 kahverengi olup yagli ve kiigliktiir. Meyvesi ise; esmer, kiigiik findiksi yapidadir
(Baytop 1984, Isik 2010, Tiirker ve ark. 2011, Ar1 ve ark. 2013).

Sekil 2.15. Rosmarinus officinalis L. A. Cigek yapis1 B. Androkeum (erkek organ)
(Capaci1 2009, Gaither 2014)

Biberiye bitkisinin ana yurdu Akdeniz havzasi olup bir Akdeniz elementidir. Dunya'da,
Fransa'nin giliney bdlgesinden baglayarak, iilkemizin de dahil oldugu bir kusak iizerinde
ve Afrika'nin kuzeyinde yer alan tilkelerden Tunus ve Cezayir kiyilarinda, genellikle de
Akdeniz makileri igerisinde dogal olarak yayilis gostermektedir. Akdeniz Glkeleri ile

Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere'de sts bitkisi olarak ve aromatik yagi icin
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yetistirilmektedir. Esas kokeni Akdeniz Bolgesi olan bu bitkinin kdlturinin en ¢ok
yapildig1 iilkeler Fransa, Ispanya, Portekiz, Ingiltere, italya, Yunanistan, Balkan
Ulkeleri, Tunus, ABD ve Meksika'dir (Anonim 1987, Aysel 2008).

Rosmarinus officinalis L. bitkisinin Tiirkiye'deki vayilis alanlari:

Ulkemizde Akdeniz iklimine sahip Kuzeybati ve Glney Anadolu kiy1 seridinde, en
yogun olarak da Dogu Akdeniz Bolgesinde dogal olarak yayilig gosterir. Davis (1982),
Rosmarinus officinalis L. bitkisinin Tirkiye'deki yayilis alanlarint su sekilde
tamimlamustir: Al (A) Canakkale: Erenkdy, Sint. 1883:76, C5 Igel: Tarsus ile Ulas, 250
m, D. 26356, Adana: Adana'dan Kozan'a 29 km, 150 m, D. 26232, C6 Hatay:
Iskenderun, Rogers 0600, Is: Khios, Kerfas (Sakiz Adas1), 30-100 m, Greuter 10710,
Samos (Sisam), 100 m, Rech. 3777. Biberiyenin tilkemizdeki yayilis alanlari Sekil
2.16'da gosterilmektedir.
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Sekil 2.16. Tirkiye'de Rosmarinus officinalis L. populayonlarinin cografik yayilis
alanlar1 (Davis ve ark. 1982)

Rosmarinus officinalis L. bitkisinin ekolojisi:

Rosmarinus officinalis L., 1liman iklim bitkisidir; sicak ve giinesli ortamlar1 sever.

Toprak istegi yoniinden fazla secici bir bitki degildir; kalkerli, kumlu, killi, balgikli
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topraklarda yetisebilmektedir. Bitki, 9-28°C sicaklik degerlerine, 4,5-8,7 toprak pH'sina
ve kayaliktan kumlu topraklara kadar genis bir toleransa sahiptir. Bitki, yeterli drenaja
sahip ve minimum toprak derinliginin 0,2 cm oldugu topraklarda yetisebilmektedir.
Fazla dallanan odunlasmis kokleri sayesinde kuraklik stresine karsi dayaniklidir ancak
sert kis kosullarina karsi dayanikli degildir. Bitki su stresine kars1 anatomik ve hicresel
bazda giclu bir adaptasyon gostermektedir. Bitkinin, ciddi hastalik ve zararlisi

bulunmamaktadir. (Simon ve ark. 1984, Olmos ve ark. 2007).
2.4.4. Rosmarinus officinalis L."in kimyasal kompozisyonu ve biyolojik aktiviteleri

Biberiye bitkisinin kimyasal kompozisyonunun ortaya kondugu bilimsel ¢aligsmalarda,
biberiye yapraginda genel olarak %1-2,5 oraninda ugucu yag bulundugu bildirilmistir.
Ugucu yag, dogrudan yas veya kurutulmus biberiyeden ya da biberiyenin su buhari-su
distilasyonu ile elde edilebilmektedir (Basmacioglu-Malayoglu 2010, Haksel 2013).
Biberiye ucucu yagi; %15-50 1,8-cineole, %15-25 a-pinene, %10-25 camphor (kafur),
%7 champhene, %6 B-pinene, %5 borneol, %5 myrcene, %3 bornyl acetate ve %2 o-
terpineol igermektedir. Ugucu yagin diger bilesenleri ise; B-caryophyllene, linalool,
limonene, verbenone, sabinene ve 2-etil-4,5-dimetilfenol'dir (Bayrak ve Akgull 1989,
Panizzi ve ark. 1993, Baratta ve ark. 1998a, Pintore ve ark. 2002, Kabouche ve ark.
2005, Bayrak 2006, Celiktas ve ark. 2007a, Gachkar ve ark. 2007, Fu ve ark. 2007).
Ugucu yag ve bu yagin temel bilesenlerinin oranlari; bitkinin yetistigi bolgeye, iklim
tiirline, hasat zamanina, bitkinin gelisim evresine, genetik yapiya ve ekstraksiyon
metotlarina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Ruberto ve Barata 2000, Lopez ve
ark. 2005, Ramirez ve ark. 2006, Celiktas ve ark. 2007, Okoh ve ark. 2010).

Rosmarinus officinalis L. ugucu yag veriminin, bitkinin cografik kokenine bagli olarak
gosterdigi degisiklikler ile ilgili bilimsel literatiirde farkli ¢alismalar bulunmaktadir.
Farkli dogal alanlardan toplanan Sardinya'ya 6zgi R. officinalis L. bitkisinin ugucu yag
verimindeki farkliliklarin arastirildigi bir ¢alismada; kuzeye ve doguya ait dérneklerden
elde edilen verimin, gineye ve merkeze ait 6rneklerden elde edilen verimin ortalama
olarak 2 kati oldugu rapor edilmistir (Angioni ve ark. 2004). Baska bir calismada;

Tunus i¢in endemik olan ve farkli biyo-iklimlerde biylyen R. officinalis var. typicus ve

39



var. troglodytorum bitkilerinin ugucu yag verimi tanimlanmig ve st yar1 kurak
zonlardaki bitkilerden elde edilen ugucu yag veriminin, alttaki nemli zonlardaki
bitkilerden elde edilen ugucu yag veriminin 2 kat1 oldugu saptanmistir (Zaouali ve ark.
2010). Rosmarinus officinalis L. bitkisinin ugucu yag bilesimi ve anti-bakteriyel
aktivitesi lizerinde biyoklimatik alanin etkilerinin arastirildigi baska bir ¢alismada,
caligilan biyoklimatik zonlar arasinda hicbir edafik farkliligin bulunmamasi, ugucu yag
iiretim seviyelerinde iklimin de 6nemli bir rol oynadigini ileri stirmiistiir. Calismada;
ayn1 varyeteler arasinda biberiye ugucu yag veriminin, daha diistik sicaklik indekslerine

sahip biyoklimatik alanda artis gosterdigi tespit edilmistir (Jordan ve ark. 2013).

Baska bir ¢alismada, Rosmarinus officinalis L.'in farkli lokasyonlarda ve zaman
araliklarindaki ugucu yag kompozisyonu ve anti-mikrobiyal aktivitesi aragtirilmistir.
Calismada; R. officinalis L. bitkisinin ugucu yaglarindaki 1,8-cineole igeriginin,
Mersin'den toplanan bitkilerde en yiiksek degere, Canakkale'den toplanan bitkilerde en
diisiik degere sahip oldugu ancak Canakkale'den elde edilen biberiye ugucu yaginin,
diger illerden elde edilen biberiye ugucu yaglarma kiyasla, champhor ve verbenone
bakimindan daha zengin oldugu ortaya konmustur. Ayni ¢aligmada, R. officinalis L.
bitkisinin u¢ucu yaglarinin lokasyona ve zamana bagli anti-mikrobiyal aktivitesi de test
edilmistir. Mersin, Canakkale ve Izmir ugucu yaglarinin ortalama anti-mikrobiyal
aktiviteleri gbéz Oniine alindiginda; en yiksek aktiviteleri mart ayinda toplanan
orneklerin gosterdigi tespit edilmistir. Lokasyona bagli anti-mikrobiyal aktiviteler
incelendiginde; Canakkale ve Izmir ucucu yaglarnin anti-mikrobiyal aktivitelerinin,
Mersin ugucu yaglarinin anti-mikrobiyal aktivitelerinden daha yiiksek oldugu
saptanmustir. (Yesil-Celiktas ve ark. 2007).

Bu sonuglardan agik olarak goriilmektedir ki biberiye ugucu yagi bitkilerin yetistigi
alanlardan etkilenmektedir. Fakat bu parametreleri degistiren temel edafoklimatik

faktorler acik degildir.

Ugucu yag disinda, ekstraksiyon yontemleri (solvent, siiperkritik CO, vb.) ile elde
edilen Rosmarinus officinalis L. ekstreleri de 6nemli etken maddeler icermektedir.
Literatiirde biberiye i¢in rapor edilen en sik kullanilan ekstraksiyon solventi; su, etanol,
metanol ve asetondur. Bu solventler; karnosik asit, rosmarinik asit, rosmanol, karnosol

ve luteolin-7-O-glukozit gibi temel bilesenlere sahip biberiye ekstresinin elde edilmesini
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saglamaktadir (Cuvelier ve ark. 1996, Herrero ve ark. 2010, Zimmermann ve ark. 2011,
Kontogianni ve ark. 2013).

R. officinalis L. ekstresinin temel bilesenleri su sekilde gruplandirilabilir:

-Fenolik diterpenler: Karnosik asit, karnosol (pikrosalvin), rosmanol, rosmadial,
epirosmanol, isorosmanol, apirosmanol, rosmaridifenol, rosmariquinon, rosmakinon A,
rosmakinon B, metil karnosat, dimetilisorosmanol, sekohinokiol, royleanonik asit, 12-

metoksi-trans-karnosik asit, 12-metoksi-cis-karnosik asit.
-Fenolik asitler (Kafeoil tirevleri): Rosmarinik asit.

-Triterpenler: Betulin, betulinik asit, 23-hidroksibetulinik asit, mikromerik asit,

oleanolik asit, ursolik asit, roffiseron.

-Flavonoidler: Diosmin, diosmetin, eriositrin, genkvanin, hesperidin, luteolin, nepetin,

nepitrin, sirsimaritin.
-Karotenoitler ve a-tokoferol

(Bracco ve ark. 1981, Nakatani ve Inatani 1981, 1983, 1984, Houlihan ve ark. 1984,
1985, Fraga ve ark. 1985, Tomas-Barberan ve ark. 1986, Munne-Bosch ve ark. 1992,
Ganeva ve ark. 1993, Huang ve ark. 1994, Okamura ve ark. 1994, Cuvelier ve ark.
1996, Torre ve ark. 2001, Abe ve ark. 2002, del Bano ve ark. 2003, 2004, Oluwatuyi ve
ark. 2004, Cantrell ve ark. 2005, Mahmoud ve ark. 2005, Perez-Fons ve ark. 2006,
Yanishlieva ve ark. 2006, Altinier ve ark. 2007).

Rosmarinus officinalis L. ekstresinde bulunan s6z konusu 9 fenolik bilesik, antioksidan

etkiye sahip olup kimyasal yapilar1 Sekil 2.17'de gosterilmistir.
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Sekil 2.17. Rosmarinus officinalis L. bitkisinin antioksidan etkili bilesenleri
(Yanishlieva ve ark. 2006)

Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstreler; anti-
timor (anti-kanser), antioksidan, anti-mikrobiyal, anti-HIV, anti-inflamatuar ve anti-
tlserojenik gibi ilgi cekici bir dizi biyolojik aktiviteye sahiptir (Inatani ve ark. 1983,
Houlihan ve ark. 1985, Aruoma ve ark. 1992, 1996, Paris ve ark. 1993, Haraguchi ve
ark. 1995, Offord ve ark. 1995, Cuvelier ve ark. 1996, Frankel ve ark. 1996, Richheimer
ve ark. 1996, Takenaka ve ark. 1997, Dias ve ark. 2000, Sotelo-Felix ve ark. 2002,
Dorman ve ark. 2003).
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Pek ¢ok calisma; Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin meme, prostat, I6kemiya,
akciger, karaciger ve ovaryum hiicre hatlarini iceren bir dizi insan kanser hiicre hatti
karsisinda onemli anti-proliferatif aktivitelere sahip oldugunu gostermistir (Cheung ve
Tai 2007, Yesil-Celiktas ve ark. 2010). Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada serbest
radikallerin yol actigi DNA tahribatindan hiicreyi korudugu goriilmiistiir (Sasikumar
2004). Baska bir calismada, biberiye ekstresinin 35,6 pg/ml'lik 1Csy degeri ile RINmSF
(fare instlinoma m5SF hiicresi) hiicrelerinin canliiimi azalttigr gosterilmistir
(Kontogianni ve ark. 2013). Tai ve ark. (2012) tarafindan yiritiilen arastirmada,
etanollii biberiye ekstresinin A2780 insan ovaryum kanser hiicre hatlar1 {izerinde doza
bagli anti-proliferatif etki gosterdigi ortaya konmustur. S5-Fluorourasil (5-FU),
kolorektal kanserinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik bir ajandir. Ancak bu
ilaca kars1 direng, diger ilaglara nazaran daha sik goriilmektedir ve bu direncin
Ustesinden gelebilmek icin acilen yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla
yapilan bir caligmada, siiperkritik akigkan biberiye ekstresinin doza bagli olarak anti-
tiimor aktiviteler sergiledigi, 5-FU ile kombinasyonun kolon kanseri hiicre hatlari
Uzerinde sinerjistik bir etki uyguladigi ve 5-FU direngli hiicrelerini duyarl hale getirdigi
saptanmistir (Gonzalez-Vallinas ve ark. 2013). Baska bir ¢alismada, formiile edilmis
biberiye tozunu igeren bir filtrenin, sigara dumanindaki oksijen-kaynakli radikallerden
kaynaklanan BPDE-dG (benzo (a) piren (BP)-7,8-diol-9,10-epoxide-N-deoxyguanosin)

seviyesini 6nemli 6l¢iide diistirebildigi tespit edilmistir (Alexandrov ve ark. 2006).

Rosmarinus officinalis L. bitkisinden elde edilen ekstreler, serbest radikal stpurtci
Ozellikleri ile gucli antioksidan aktiviteler gostermektedir. Her ne kadar bazi
arastiricilar (Baratta ve ark. 1998a, Gachkar ve ark. 2007) tarafindan biberiye ucucu
yaginin antioksidan etkisi saptanmis olsa da 1,8-cineole, a-pinene, camphor ve
verbenone gibi ugucu yag bilesenlerinin anti-mikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Pandit ve Shelef 1994, Baratta ve ark. 1998b, Moghtader ve Afzali 2009).
Karnosik asit, karnosol, isorosmanol, rosmaridiphenol, rosmariquinone, rosmarinik asit,
hidroksisinnamik asit esteri, biberiyede bulunan temel antioksidan bilesenlerdir

(Troncoso ve ark. 2005).
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Gidalarin hazirlanmasi ve tiiketilmesi sirasinda ortaya ¢ikan en énemli degisikliklerden
biri  oksidasyondur. Antioksidanlar, gidanin temel maddesi olan lipidlerin
oksidasyonunu Onleyerek lriin kalitesini korumaya yardimci olurlar. Bu amagla, uzun
yillar gida sektoriinde BHA (butilat hidroksianisol), BHT (butilat hidroksitoluen), propil
gallat (PG), tersiyer hidroksiquinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar ile a-tokoferol
asetat, B-karoten ve Vitamin C gibi dogal antioksidanlar yaygin olarak kullanilmistir.
Sentetik antioksidanlarimin insan sagligi tizerinde toksik etkilerinin olabileceginin
bildirilmesi ve bu nedenle kullanimlarina sinirlama veya yasaklama getirilmesi; saglik
otoritelerinin bitkisel antioksidanlar1 giivenilir {iriinler olarak aciklamalar1 ve bilingli
tiiketicilerin dogal {iriinleri tercih etmeleri bitkisel iiriinlerin kullanimini giindeme
getirmistir. Yapisinda flavonoidler, fenolik bilesikler ve onlarin tiirevleri olan bitkisel
urinlerin - oto-oksidasyonu oOnlemede etkili olduklar1 ortaya konmus ve etki
mekanizmalart serbest radikalleri temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma, oksijen
olusumunu engelleme veya azaltma seklinde agiklanmistir. Ayrica bu bilesikler
aromatik halkalarinin hidroksil gruplarindaki hidrojeni vererek besin maddelerinin

serbest radikallerce okside olmalarini engellemektedir (Basmacioglu-Malayoglu 2010).

Ozellikle son yillarda fenolik bilesiklerce zengin adagayi, kekik, biberiye ve karanfil
gibi tibbi ve aromatik bitkilerin gidalarda koruyucu madde olarak kullanimlarina
yonelik calismalar hiz kazanmistir. Bunlar arasinda R. officinalis L. iizerinde yogun
olarak calisilmistir (Basmacioglu-Malayoglu 2010). Avrupa Birligi (EU) son giinlerde,
gida korumasi i¢in biberiye ekstrelerinin kullanilmasina onay vermis ve (EU) Gida
Katki Mevzuati i¢ine eklenmistir (Aguilar ve ark. 2008). Ayrica, glnimizde s6z
konusu bitki, Avrupa'da ve ABD'de antioksidan olarak kullanima sunulan tek ticari {iriin
durumundadir (Bozin ve ark., 2007). Biberiye, son ginlerde et ve et urunlerinin, yag
igeren gidalarin bozulmadan uzun siireli muhafazasinda dogal koruyucu ve antioksidan

madde olarak kullanilmaktadir.

Alzheimer hastaligi, giinliik fonksiyonlar1 engelleyebilecek kadar siddetli entellektiiel
ve sosyal beceri kayiplarinin goriildiigli ciddi bir unutkanlik hastaligidir (Cummings
2004, Mattson 2004). Son birkag yil iginde bazi sentetik bilesikler (takrin, rivastigmin,
donepezil ve galantamin), klinik amacgli kullanilmaktadir fakat bu bilesiklerin higbiri

hastaliklar1 durdurma o&zelligine sahip degildir. Asetilkolinin inaktive edilmesinde
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anahtar enzim olan asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu, Alzheimer hastaligi,
yaslilik bunamasi, kas koordinasyon bozuklugu ve otoimmiin kas hastalig1 (myasthenia
gravis) gibi birka¢ ndrolojik bozuklugun karsisinda tedavi stratejilerinden biri olarak
diistintilmektedir (Mukherjee ve ark. 2007, Orhan ve ark. 2006). Bu amacla; Orhan ve
ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Turk biberiyesi (Rosmarinus officinalis
L.)'nin asetilkolinesteraz ve butrilkolinesteraz enzimleri zerindeki inhibitor etkisi
arastirtlmistir. Calismada; R. officinalis L.'in petrol eterli, kloroformlu, etil asetatli ve
metanolli ekstrelerinin asetilkolinesteraz ve bdtrilkolinesteraz enzimlerini inhibe etme
yeteneklerinin bulunmadigir fakat ugucu yagin bu enzimler karsisinda oldukga aktif

oldugu rapor edilmistir (Orhan ve ark. 2008).

R. officinalis L. bitkisinin sulu ekstresinin, farelerdeki triner sistem Gzerindeki etkisinin
arastirildig1 bir ¢alismada; ekstrenin elektrolitlerin (Na*, K™ ve CI" ) atilimin1 arttirdig
ve dikkate deger bir ditiretik aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur (Haloui ve ark.
2000).

Yapilan ¢alismalarda, R. officinalis L. bitkisinin insektisit, antimikrobiyal ve fungusit
gibi etkilerinin de bulundugu belirtilmistir. Insektisit olarak Sitophilus granarius'a ve
Acanthoscelides obtectus'e karsi etkilidir. Listeria monocytogenes'i ve Aspergillus
niger'i yok edici Ozellige sahiptir. Ayrica, gram-negatif bakterilerinden olan
Staphylococcus aureus'un ve S. epidermidis'in bitkinin ugucu yagma karst hassas
oldugu bildirilmistir. Bitki patojeni olan Streptomyces scabies'i yok edici oldugu da
laboratuvar c¢aligmalarinda goriilmistiir (Sasikumar 2004). R. officinalis L., bu

ozellikleri ile bitkisel, dogal pestisit olarak kullanilmaktadir.

Rosmarinus officinalis L.'in anti-kanser, antioksidan ve anti-HIV aktiviteleri, igcerdigi
karnosol, karnosik asit, betulinik ve wursolik asit gibi temel bilesenlere
dayandirilmaktadir (Kontogianni ve ark. 2013). Karnosik asit ve karnosol, bitkinin
yapraklarindaki major fenolik bilesiklerdir ve biberiyenin antioksidan, anti-inflamatuar
ve sitotoksik ozelliklerinin temel sorumlulari olduguna inanilmaktadir (Cheung ve Tai
2007, Bai ve ark. 2010, Mulinacci ve ark. 2011). Dogal bir diterpen olan karnosik asit,

kurutulmus biberiye yapraklarinda %1,5-2,5 oraninda bulunmaktadir.
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Biberiyenin en potansiyel antioksidan ajani olarak bilinen karnosik asit ayn1 zamanda
etkili anti-kanser aktiviteler de sergilemektedir. Yesil-Celiktas ve ark. (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 6,25 pg/ml (18,8 uM) konsantrasyondaki karnosik asidin prostat
kanseri hiicre hatlarinin (DU-145 ve PC3) hiicre canliligini sirasiyla %13 ve %20
oraninda azaltti1 saptanmis olup bu ¢aligmayla, karnosik asidin prostat kanseri hiicre
hatlarinda 6nemli sitotoksik ve biiyiime engelleyici oOzelliklere sahip oldugu
bulunmustur. Karnosik asit, prostat kanserinin yani sira, insan I6kemiya, meme, akciger
ve karaciger kotli huylu dokularindan elde edilen gesitli hiicre hatlar1 karsisinda da
sitotoksik etkiler gostermektedir (Yesil-Celiktas ve ark. 2010). Karnosol, karnosik
asidin oksidatif bozulma urtinidir. Karnosolln; anti-inflamatuar, antioksidan, anti-
mikrobiyal, anti-kanser ve noroprotektif (sinir koruyucu) gibi sayisiz farmakolojik
Ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Bir ¢ok calismada, karnosoliin prostat, meme, cilt,
kolon ve I6kemiya gibi birgok kanser hiicre hattinda anti-karsinojenik etkiler gosterdigi
saptanmigtir. Karnosol, 16kotriyenleri azaltma yetenegi sayesinde anti-inflamatuar

ozellikler sergilemektedir (Gajhede ve ark. 1990, Poeckel ve ark. 2008, Johnson 2011).

R. officinalis L. bitkisinin temel bilesenleri olan karnosoliin ve karnosik asidin in vivo
ve in vitro anjiyogenezin potansiyel inhibitorleri olup olmadiginin arastirildigi bir
caligmada; her iki bilesiginde endotelyal proliferasyon, goc, farklilasma ve proteolitik
kapasite olarak adlandirilan anjiyogenez siirecinin farkli adimlarini etkileyerek in vivo

ve in vitro anjiyogenezi 6nleyebildigi rapor edilmistir (Lopez-Jimenez ve ark. 2013).

Bu etkilerin yani sira, R. officinalis L. ekstresini olusturan karnosol ve karsonik asit,
HIV viriisiiniin bulagsmasini engelleme konusunda da 6nemli bir aktiviteye sahiptir.

Ayrica, hiicrelere kars1 herhangi bir toksik etkisi bulunmamaktadir (Sasikumar 2004).

Rosmarinus officinalis (biberiye) L. ile ilgili yapilan klinik denemeler eksik olmasina
ragmen; geleneksel olarak olusmus tecriibeye dayal1 bir bilgi ve giiven birikimi vardir.
Geleneksel tipta; Folia Rosmarini (biberiye yapraklari), dahilen dispeptik
rahatsizliklarda kullanilmaktadir. Ince bagirsakta ve safra kesesi kanali iizerinde
antispazmodik, safranin serbest¢e akisini saglayan koleretik etkisi bulunmaktadir.
Ayrica, karminatif (gaz sokturiicl), stomasik (istah agicit ve hazim sistemi uyaricisi),
kalp ve karaciger gii¢lendirici, Safra artiric1 ve idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir.

Solunum sistemi bozukluklarinda 6zellikle astimda, solunum borusu ve girtlak
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iltihaplarinda, agiz i¢i mukozasi iltihabinda kullanilmasiin yaninda stimulan (uyarict)
ve emanagog etkisi de bulunmaktadir. Harici olarak; genelde lapa seklinde uygulanarak
iltihapli yaralarin ve egzamanin tedavisinde kullanilmaktadir. Biberiye yapraklari;
corbalarda, balik, et ve sebze yemeklerinde, salatalarda lezzet wverici olarak
tlketilmektedir. Oleum Rosmarini (biberiye esansi veya ucucu yagi) ise; romatizma, kas
ve bas agrilarinda, diisiik basingtan kaynaklanan kronik dolasim bozukluklarinda,
hipertansiyonda, sinir sistemi bozukluklarinda, kan akimini hizlandirmada, burkulma ve
ezilmelerde kullanilmaktadir. Bu kullanimlarin yani sira; ugucu yag, gida maddelerinde,
parfiimeride ve kozmetikte (sabun, krem, deodorant, sa¢ tonikleri, sampuanlar vs.) de
kullanilmaktadir (Karamanoglu 1977, Al Sereiti ve ark. 1999, Anonim 2002b, Newall
ve ark. 2002, Albu ve ark. 2004, Anonim 2013e, Haksel 2013) .

2.5. Prostat ve Akciger Kanseri Model Hiicre Hatlar

Hiicre hatlari, laboratuar ¢alismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda model olarak
siklikla kullanilmaktadir. Hiicre hatti kullaniminin bir takim avantajlar1 bulunmaktadir:
Muamele edilmeleri kolaydir ve smirli kosullarda bile limitsiz {ireyebilme
yetenegindedirler. Ayrica, yiliksek derecede homojenite gosterirler ve donmus
stoklardan kolaylikla kullanilir hale getirilebilirler. Ancak, bir takim dezavantajlar1 da
bulunmaktadir: Hicre hatlar1 surekli kultirde genotipik ve fenotipik sapmalara
egilimlidirler. Ayrica, alt kiiltiirler olusabilir ve zaman igerisinde populasyonda bulunan
daha hizli biiyliyen ve spesifik klonlarin segimiyle fenotipik degisikliklere neden
olabilirler (Numanoglu 2008).

2.5.1. VCaP prostat (androjen bagimh) kanseri hiicre hatti

VCaP (Vertebral Cancer of the Prostate) hiicre hatti, organizma olarak 59 yasinda
Kafkas kokenli Homo sapiens (insan) erkekten elde edilmis epitelyal prostat karsinom
hicreleridir. Koken aldig1 bélge, prostat kanserli hastanin lomber vertebraya metastaz
yapmis prostat kanseri dokusudur. Yapisan (monolayer) hiicre tipidir. Ikilenme siiresi,
yaklasik 53 saattir. Bu hiicreler genis serilerde PSA (prostat spesifik antijen) eksprese
etmektedir (ATCC 2014) (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. VCaP hiicre hattinin morfolojisi A. Diisiik yogunluk B. Yiiksek yogunluk
(ATCC 2014)

2.5.2. Calu-1 akciger kanseri hiicre hatti

Calu-1 hiicre hatti, organizma olarak 47 yaginda Kafkas kokenli Homo sapiens (insan)
erkekten elde edilmis grade ITI-epidermoid karsinoma hiicre serisidir. Bu hicre serisi,
kiguk hicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) grubuna dahildir. Koken aldigi metastatik
bolge, pleura'dir. Yapisan (monolayer) hiicre tipidir ve morfolojisi epitelyaldir (ATCC
2014) (Sekil 2.19).

Sekil 2.19. Calu-1 hiicre hattinin morfolojisi (ATCC 2014).
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2.6. Sitotoksisite Testleri

Canli hiicre sayisiin ve hicre proliferasyonunun dogru ve hizli tespiti, hem in vitro
hem de in vivo calismalarin deneysel asamalarinda biyik bir 6neme sahiptir. Hiicre
canliligi, bir 6rnekteki canli hiicrelerin sayis1 olarak tanimlanabilmektedir. Canli hiicre
sayisin1 belirlemede en cok tercih edilen yontem hemositometre olup Sekil 2.20,
Neubauer hemositometresinin yapisin1 gostermektedir. Hucre proliferasyonu ise; bir
kiiltiirde boliinen hiicrelerin  sayisinin  Slglilmesi olarak tanimlanmaktadir. Hucre
proliferasyon yontemleri, genellikle hiicre biyolojisinde blyime faktorlerini ve ortam
bilesenlerini ¢alismak, sitotoksik ajanlar1 ve hiicre aktivasyonunu gorintilemek
amaciyla yaygmn olarak kullanilmaktadirlar. Sitotoksisite testleri, ¢esitli hiicre
kalturlerinde kullanilan kimyasal bilesiklerin toksisitesini belirlemek i¢in kullanilan in
vitro metotlardir. /n vitro sitotoksisite testleri; hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu,
membran segici gegirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi
belirleyen gosterge parametrelerinin lglilmesini temel almaktadir. In vitro sitotoksisite
testlerinin tahmin edilen degeri, "bazal" sitotoksisite fikrine dayanmaktadir. Toksik
kimyasallar hiicrelerin temel fonksiyonlarini etkilerler ve bu toksisite hiicresel hasarin
degerlendirilmesiyle olgiilebilir. In vitro sitotoksisite testlerinin gelisimi, ¢ok sayidaki
bilesigin potansiyel toksisitesini hizli bir sekilde 6lgme gerekliliginden ortaya ¢ikmistir.
Canli hiicrelerde DNA'y1 isaretlemek icin radyoaktif timidin ve BrDU kullanilmasin
temel alan metotlarin ¢ok sayida dezavantaji bulunmaktadir. Bundan dolayi, son
yillarda sitotoksisite O6lgmek igin  kullanilan metotlar, plazma membrani
permeabilitesindeki degisimler iizerine kurulmustur. Bu yontemlerde, hiicreler
irreversibl olarak hasara ugratilir. Fakat plazma membrani hasar gérmeden kalir.
Bundan dolay1 bu metotlar, hiicresel hasarin tespitinde dnemli bir yer olusturmaktadir

(Anonim 2008).

Olii hiicreler, cesitli tetrazolyum tuzlarin1 metabolize etme yetenegine sahip degillerdir.
Hicrelerin metabolik aktiviteleri azaldiginda, hiicresel hasar ve Oliimiin ¢ok gec
basamaklarinda, MTT, XTT ve WST-1 gibi c¢esitli kolorimetrik metotlar
kullanilmaktadir. Kolorimetrik metotlarin, hiicre kiiltiirlerinde herhangi bir faktore bagl
indiiklenmis sitotoksisite kantitasyonunda 24-96 saatlik donglide ¢ok etkili olduklari

bilinmektedir.
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Hucre aracili sitotoksisiteyi 6lgmede efektor hicreler, hedef hiicrelere baglanarak aktive
olmaktadirlar. Bu aktivasyon, efektor hiicre tarafindan olusturulan, formazan Uretiminde
artig ile sonuglanmaktadir. Bu durum da, hedef hiicre 6limunden kaynaklanan azalmis

formazani1 maskelemeyi hedeflemektedir (Anonim 2008).

Lamel

0 4

1mm

Sekil 2.20. Neubauer Hemositometresi (Phelan 1998'den degistilerek alinmigtir)
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ICso (half maximal inhibitory concentration); koloni formasyonunda, hicrelerin
%50'sini  6lduren inhibitor konsantrasyonudur. Sensitivitedeki farkliliklar, egri
Uzerinden tespit edilebilmektedir. Diisiik ICsy degeri, yiiksek sitotoksik etkiyi
gostermektedir (Sekil 2.21).

=
=

w

% Inhibisvon

Etken Madde Konsatrasyonu

Sekil 2.21. ICs5q degeri (Freshney 2000)
2.6.1. WST-1 (water soluble tetrazolium) testi

Tetrazolyum tuzlari prensibine dayanan kolorimetrik bir metot olan WST-1 ydnteminin
kullanimi, proliferasyon ol¢iimii prosediiriinii genis Ol¢lide kolaylagtirmistir. Bununla
birlikte, htcrelerin  kantifikasyonunda ve radyoaktif izotoplar kullanmadan
canliliklarinin tespitinde kusursuz bir ¢oziimdiir. Bu yontem, hiicre proliferasyonunun
cesitli biiyiime faktorleri ve besin bilesenleri ile iliskili olarak 6l¢iimii prensibine

dayanmaktadir.

WST-1, bir tetrazolyum tuzudur ve canli hiicrelerin mitokondrilerindeki suksinat
dehidrogenaz enzimleri ile suda c¢ozinebilen turuncu renkli formazan tuzuna
indirgenmektedir (Sekil 2.22). Canli hiicrelerin sayica ¢ogalmasi, Ornekteki
mitokondriyal dehidrogenazlarin aktivitesini arttirmaktadir. Enzim aktivitesindeki bu
artisa paralel olarak, olusan formazan boyasinin miktarinda da bir artiy meydana
gelmektedir. Bundan dolayi, olusan formazan boyas: miktari ile kiiltiirdeki metabolik

acidan aktif olan hiicre sayis1 arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir (Anonim 2006).
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Sekil 2.22. WST-1'in reaksiyon semasi (Anonim 2008)

Olusan formazan kristalleri ¢6zlndikten sonra, cabuk ve kolayca klasik mikroplaka
okuyucusunda 450 nm absorbans degerinde miktar1 belirlenebilmektedir. WST-1
yonteminde spektrofotometrik olarak 6lgilen absorbans degeri, yasayan hiicre sayisi ile
iligkilidir. Proliferasyon arttikga, formazan tuzu olusumuna bagli olarak absorbans
degeri de artis gosterir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik
olarak daha cok aktivite gosterdigi i¢in, bu yontemle sadece hiicre canliligi ve
sitotoksite degil hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenmektedir (Carmicheal
ve ark. 1987, Lian ve ark. 2003). WST-1 testinin diger kolorimetrik testlere gore
uistiinltikleri Sekil 2.23'de gosterilmektedir.

Yontemin avantajlari séyle siralanabilir:

1) Kolay uygulanabilir olmasi: Ek ajanlara veya hiicre yikama siireclerine ihtiyag

yoktur.

2) Hiz: Cok kuyucuklu plakalar ve okuma icin bir mikroplaka okuyucuya ihtiyag vardir.
3) Duyarlilik: Diisiik hiicre konsantrasyonlarinda bile 6lgiim yapilabilmektedir.

4) Dogruluk: Her kuyucuktaki boya absorbansi, hiicre sayisi ile orantilidir.

5) Guvenilirlik: Radyoaktif izotoplara ihtiya¢ duyulmamaktadir.
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6) Normal olarak aktive edilmis hiicrelerin ve gesitli sitokinlere bagimli hiicre hatlarinin
hiicre canliligi veya proliferasyonunu degerlendirmede kullanilan yeni bir kromojenik

bir yontem olmasi a¢isindan da ayri bir 6nem tasimaktadir (Numanoglu 2008).

MTIT Testi XTT veya WST-1
Testi
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Sekil 2.23. WST-1 yontemi ile diger kolorimetrik testlerin kiyaslanmasi (Anonim
2008'den degistirilerek alinmistir)

2.6.2. SRB (sulforhodamine B) testi

Bir bilesigin neden oldugu toplam hiicresel proteindeki azalis da hiicre canliliginin bir
parametresi olarak kullanilabilir (Sumantran 2011). Sulforhodamine B (SRB) testi,
yapisan ve siispansiyon kiiltlirlerindeki hiicrelerin toplam protein sentezi oraninin in
vitro olarak olciilmesine dayanan kolorimetrik bir testtir. SRB yontemi, Ulusal Kanser

Enstitust (National Cancer Institute) tarafindan in vitro anti-timor taramalarinda ve
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genis Olgekli anti-kanser ilag gelistirme programlarinda da rutin olarak kullanilmaktadir.
Sulforhodamine B (SRB), proteinlere elektrostatik olarak baglanan, iki stlfonik gruba
sahip agik pembe renkli, katt ve suda ¢Ozunebilir anyonik aminoksanten boyasidir

(Papazisis ve ark. 1997). SRB molekiiliiniin agik yapis1 Sekil 2.24'de gosterilmektedir.

Sekil 2.24. SRB'nin molekiiler yapisi (Anonim 2012b)

Testin prensibi; floresan protein boyast SRB'nin, trikloroasetik asit (TCA) ile fikse
edilmis hiicrelerin seliiler proteinlerinin bazik amino asit cokeltilerine baglanma
afinitesine dayanmaktadir. Boya, asidik sartlar altinda hiicrelere baglanirken; bazik
sartlar altinda hiicrelerden ayrilabilmektedir (Mathen ve Hardikar 2010). Renk olusumu,
hizli ve stabildir. Fikse olan boya c¢oziindiirme asamasindan sonra, 560-580 nm
arasindaki absorbanslarda spektrofotometrik olarak o6lgiilebilmektedir. Yapilan
kolorimetrik degerlendirme, toplam protein sentezi orami ile dolayisiyla hiicre

proliferasyonu ile ilgili bilgiler vermektedir (Papazisis ve ark. 1997).

SRB yontemi; daha duyarli, basit, giivenilir ve diisiik maliyetli olmasi, hiicre sayisi ile
daha iyi bir dogrusallik gdstermesi ve zamana duyarli 6lgiim gerektirmeyen stabil bir
son noktaya sahip olmasi gibi {stiinliiklere sahip olmasi nedeniyle son yillarda
tetrazolyum tabanli sitotoksisite testlerin yerini almaktadir (Rubinstein ve ark. 1990,

Keepers ve ark. 1991, Monks ve ark. 1991, Perez ve ark. 1993).
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Testin avantajlari soyle siralanabilir:

1) Hiicre sayisi ile daha iyi dogrusalliga ve daha yiiksek duyarliliga sahiptir.
2) Dogru, basit, giivenilir ve tekrarlanabilirdir.

3) Diisiik maliyetlidir ve hizlidir.

4) Zaman duyarhilik 6l¢iimii gerektirmeyen stabil bir son noktaya sahiptir.
5) Ila¢ kaynakli sitotoksisiteyi dlgmek i¢in uygundur.

6) Klonojenitenin miktarini belirlemek igin de yararlidir.

SRB testi, bu iistiinliiklerin yaninda birka¢ dezavantaja da sahiptir. Ozellikle, hiicre
fiksasyonu i¢in TCA (trikloroasetik asit)' in ilave edildigi asama oldukga kritiktir. TCA
hiicrelerin {izerine nazik bir sekilde eklenmediginde hiicreler fikse edilmeden zarar

gorebilmekte ve bu durum sonuglar etkileyebilecek olasi hatalara yol agabilmektedir.

2.6.3. XCELLigence gercek zamanh hiicre analizi (XCELLigence real time cell

analyzer)

Hicre proliferasyonunun, canliliginin ve sitotoksisitenin analizi icin tasarlanan
geleneksel yontemler, sadece bir hiicresel parametreye (plazma membrani degisiklikleri,
metabolik aktivite, genomik DNA fragmentasyonu gibi) dayali olarak Ol¢iim
yapmaktadir. Mevcut geleneksel testler sadece spesifik degisiklikleri ortaya c¢ikardigi
icin, bu geleneksel testleri kullanarak analitik seviyede farkli hiicresel cevaplar1 6lgmek
oldukca zordur. Bu nedenle, herhangi bir test ajaninin hiicre fonksiyonu tizerindeki
genis Olgekli etkilerini detayli bir bicimde degerlendirmek i¢in, ayni testteki birkag
parametreyi incelemek gereklidir. Yeni bir teknoloji olan "XCELLigence Gergek
Zamanl Hiicre Analiz Sistemi" ile; hiicre tutunmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii,
hiicre membran1 degisiklikleri ve hiicresel yayilim hakkinda siirekli ve kantitatif veriler
elde edilmektedir. Bu sayede, ¢ok daha kisa slrelerde daha dogru hiicresel bilgiler elde
edilebilmekte 6zellikle de toksisite ¢aligmalarinda etkin madde dozu daha dogru tespit
edilebilmektedir (Slanina ve ark. 2011).
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Hicresel olaylar xCELLigence sistemi ile higbir isaretleme yapilmadan gergek zamanl
olarak analiz edilebilmektedir. Sistem, ger¢ek zamanl hiicresel durumu belirlemek igin
hicre kalturi e-plate’lerin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrotlar ile, elektriksel
empedans 6lgcmektedir. Bu 6l¢tim sirasinda elektrotlara uygulanan gerilim yaklasik 20
mV civarindadir. Diisiik voltajli alternatif akim sinyallerinin uygulanmasi ile elektrotlar
arasinda bir elektrik alani olugmasina sebep olur. Sensor elektrotlarinin elektronik
empedansi; elektrotlar iizerindeki hiicrelerin fiziksel degisikliklerinin izlenmesine ve

belirlenmesine izin vermek i¢in 6lctulmektedir (Urcan ve ark. 2010, Anonim 2012c).

Elektrotlar arasinda 6lgiilen empedans, elektrot geometrisine, iyon konsantrasyonuna ve
hiicrelerin elektrotlara bagli olup olmamasina baglhdir. Hiicrelerin yoklugunda elektrot
empedansi, elektrot cozeltisi ara ylizeyinde ve biitiin ¢dzeltideki iyon ortami ile
belirlenmektedir. Hiicrelerin varliginda, elektrot sensorii yiizeyine hareket eden hiicreler
yalitkanlar olarak davranmaktadir. Empedans okumasi; hiicre sayisi, hiicre canliligi,
hiicre 6liimii, hiicre morfolojisi ve adezyonundaki degisiklikleri belirler ve hiicrelerin bu
biyolojik durumlar1 hakkinda kantitatif bilgi vermektedir (Urcan ve ark. 2010, Anonim
2012c). Sekil 2.25, xCELLigence RTCA cihazinin ¢aligma prensibini gostermektedir.

\ — > _BABMML 7 A) Elektrot viizeyinde hiicre yok
elekirot hiicresiz elekire bazal imprdans
- hiere
) — L= i ;) 2«1 1hiicre B) Tek bir ]}iicre el.elctru-t }'iize;ri.l.le tutunur
A Micre elekarod impedans ve devredeli elektrilt alamimin bir lnsmim
e T bloke eder, bu durumda elektrot

empedansindaki artis indiiklemektedir

- = hicreler

—» e ey )" e C)Empedans B'ye gore daha 2 kat daha

elekirot ki Mcre elekirotla ik beat impedans fazla indilklenmektedir
temas eder
kilcreler
- - L] Bere Ty g = .
- lLe.=l lfﬁ: ! . Fhie D) Iki hiicre elektrot viizeyine daha
Ik hicre lelctret balsfmeedins  enis sekilde yayilmistir. Empedans C've
daha kuvvethi vapusir gire ok daha fazladr.

Sekil 2.25. Empedans 6l¢iim semasi (Urcan ve ark. 2010)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler ve reaktifler

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve reaktifler

Kimyasal Maddeler ve Reaktifler
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) Ham's FXII Medyum

Ticari Marka

Biological Industries, Israil

McCoy's 5a Medium Modified Medyum

Biological Industries, Israil

Fetal Sigir Serum (FBS, sicaklik ile

inaktive edilmis)

Biological Industries, Israil

Penisilin/Streptomisin (10 000 U/ml
penisilin,10 mg/ml streptomisin)

Biological Industries, Israil

L-Glutamin

Biological Industries, Israil

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Biological Industries, Israil

% 0,25 Tripsin-EDTA

Biological Industries, Israil

% 0,5 Tripan Mavisi

Biological Industries, Israil

Dimetil sulfoksit (DMSO, ultrasaf, steril)

Amresco, USA

Sulfhorodamine B (SRB)

Sigma-Aldrich, Almanya

WST-1 Cell Proliferation Reagent

Roche Diagnostics GmbH, Almanya

Trikloroasetik Asit (TCA)

Merck Millipore, Almanya

Tris Base (Tris Bazi)

Amresco, USA

Asetik Asit (Glasiyal, %100 saflikta)

Sigma-Aldrich, Almanya

Deiyonize su
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3.1.2. Cihazlar ve sarf malzemeler

Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Cihazlar ve Sarf Malzemeler
CO, (Karbondioksit) 'li Inkiibator

Ticari Marka
Thermo Scientific BB15, USA

Laminar Air Flow Hood (Steril Kabin)

Labculture ESCO Class Il BSC, USA

Inverted Mikroskop

Olympus CKX41, Japonya

Isik Mikroskobu

ZEISS Primostar, Almanya

Mikroplaka Okuyucu (ELISA Reader)

BioRad iMark, USA

XCELLigence Real-Time Cell Analyzer

Roche, Almanya

Santrifiij, agilir rotor

Nive NF 815

Otoklav

Nuve OT4060V, Turkiye

Buz Uretme Makinesi

Scotsman AF80-AS, USA

Hassas Terazi

Shimadzu AUX 320, Japonya

+4°C ve -20°C 'lik Buzdolaplart

Arcelik, Turkiye

-80°C'lik T1ibbi Sogutma Cihazi

Sanyo, Japonya

Sarjl1 Pipet Pompasi

Axygen motopet, USA

Cok Kanall1 Pipet, 300 pl

Eppendorf, Almanya

Otomatik Pipetler (2, 10, 100, 200, 1000
ul "lik)

Rainin, USA

Filtreli Steril Pipet Uglar1 (10, 200 ve 1000
ul " lik)

ATS ve Corning, USA

25 ve 75 cm”'lik Steril Kiiltir Kaplari

Corning, USA

96 Kuyucuklu Mikroplaka

Corning, USA

E-plate Roche Diagnostics GmbH, Almanya
Falcon Tupler (15 ve 50 ml'lik) Corning, USA
Kriyovial Tupler Corning, USA

Serolojik Pipetler (5-10 ml'lik)

LP Italiana Spa, Italya

Pasteur Pipetleri

Isolab, Almanya

Steril Tek Kullanimlik Filtre (0,2 pwm)

Sartorius Stedim Biotech, Almanya

Enjektorler (5 ve 10 ml hacimlerinde)

Hayat, Turkiye

Neubauer Lami1 (0.1000 mm 0.0025 mm?®)

Isoterm
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3.1.3. Deneysel cahsmalarda kullamilan Rosmarinus officinalis L. (Biberiye)
ekstreleri

Calismada kullanilan kuru toz haldeki Rosmarinus officinalis L. etanol ekstresi, hazir
olarak temin edildi. Rosmarinus officinalis L. su (infiizyon) ekstresinin hazirlanmasinda
kullanilacak taze Rosmarinus officinalis L. bitkileri ise, 19 Mart 2014 tarihinde Uludag
Universitesi  Goriikle Kampusi'ndeki kiltivar  6rneklerinden toplandi.  Toplanan
bitkilerin ¢evresinde herhangi bir atik madde ya da baska bir nedenden kaynaklanan

cevresel kirlenme olmamasina 6zen gosterildi.
3.1.4. Deneysel calismalarda kullamlan hiicre hatlarn

Deneysel c¢alismalarda kullanilan Calu-1 akciger kanseri hiicre hatt1 ve VCaP prostat
(androjen bagimli) kanseri hiicre hatti, Ege Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda gérev yapan Prof. Dr. Cumhur Gundiz'den temin edildi. Calu-1 ve
VCaP kanser hiicre hatlar1 kriyovial tiipler igerisinde -80°C' lik tibbi sogutma cihazinda

saklandi.
3.2. YOontem
3.2.1. Rosmarinus officinalis L. 'in ekstraksiyon islemleri

Calismada, kiiltiire alinan Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisi kullanildi.
Deneylerde calisilmak {izere, bitkinin inflizyon (su) ve etanol (EtOH) ekstreleri

hazirlandi.
3.2.1.1. Rosmarinus officinalis L. 'in etanol ortamindaki ekstraksiyonu

Toplanip golgede kurutulmus 1 kg'lik Rosmarinus officinalis L. yapraklar1 6giitiilerek
toz haline getirildi. Toz halindeki Rosmarinus officinalis L. bitkisi, icinde 70 derecelik
etanol (EtOH) bulunan tanklarda ara sira galkalanarak 3 gun bekletildi ve stzuldi.
Suzulen ¢oOzelti Spray dryer cihazina gonderildi. Spray dryer cihazinda yapilan islem,
alcak basingta ve diisiik 1sida ¢ozeltinin ugurulmasi islemidir. Bu islemin diisiik 1s1da

yapilmasinin nedeni, 55 °C'nin Uzerindeki 1smin fenolik bilesiklerin par¢alanmasina
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sebep olmasidir. Elde edilen kuru toz haldeki ekstre, ¢alisma stoklari hazirlanincaya dek

karanlik ve nem almayan bir ortamda muhafaza edildi ve stabilizasyonu saglandi.
3.2.1.2. Rosmarinus officinalis L. "in su ortamindaki ekstraksiyonu

Toplanan taze Rosmarinus officinalis L. bitkileri, uygun sartlarda laboratuvar ortamina
getirilerek yabanci maddelerden temizlendi. Rosmarinus officinalis L. 'in toprak st
kisimlar1 (govde + yaprak + cicek), daha kiiclik parcalara boliindii ve ardindan distile su
ile yikand1. Bitki materyali iizerine, kat1 / s1v1 oran1 1:1 olacak sekilde saf su ilave edildi
ve 48 saat boyunca 151k almayan bir ortamda calkalanarak masere edildi. Stre sonunda
ornekler filtreden gecirilerek kati bitki materyalinden ayrildi. Elde edilen ekstrenin
¢Oziiclsl (su), evaporatdér cihazinda 50°C'deki su banyosunda ve vakum altinda
ekstrakte maddelerden tamamen uzaklastirildi (25-30 dakika). Ekstreler, -80°C'de
muhafaza edildi. Donmus haldeki ekstreler kuru toz haline getirilmek (zere vakum
altinda, uygun kosullarda ve sicaklikta liyofilize edildi. Elde edilen kuru haldeki ekstre,

tarama dozlar1 hazirlanana dek -20°C'de muhafaza edildi ve stabilizasyonu saglandh.
3.2.2. Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin hazirlanmasi

Ekstraksiyon islemleri sonucunda elde edilen kuru toz haldeki ekstrelerin, deneylerde

test edilmek tizere stok soliisyonlar1 ve ¢calisma dozlar1 hazirlandi.
3.2.2.1. Rosmarinus officinalis L. etanol ekstresinin hazirlanmasi

Rosmarinus officinalis L.'in etanol (EtOH) ekstresi, 100 mg/ml'lik (0,1 gr bitki ekstresi
+ 1 ml dimetil stlfoksit-DMSO) stok konsantrasyonda hazirlandi. Bu ¢6ziinmiis stoktan
20’ser ul olacak sekilde alikot yapilarak -80°C'de saklandi. Calismalar igin gerekli

seyreltmeler ise besiyeri ile yapildi.
3.2.2.2. Rosmarinus officinalis L. su (infiizyon) ekstresinin hazirlanmasi

Rosmarinus officinalis L.'in su (inflizyon) ekstresi, 100 mg/ml'lik (0,1 gr bitki ekstresi +
1 ml DMSO) stok konsantrasyonda hazirlandi. Bu ¢oziinmiis stoktan 20’ser ul olacak
sekilde alikot yapilarak -80°C'de saklandi. Calismalar igin gerekli seyreltmeler ise
besiyeri ile yapildu.
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3.2.3. Hiicre hatlarinin Kiiltiire edilmesi

Hiicre kiiltiirii terimi, orjinal dokulardan, primer bir kiiltiirden veya bir hiicre hattindan
enzimatik, mekanik ya da kimyasal yontemler ile aliman ve siispanse hiicrelerden
tiretilen bir kiiltiirti ifade etmek igin kullanilmaktadir (Anonim 2010). Bu ¢alismada,
VCaP ve Calu-1 hucrelerinin in vitro kosullarda cogaltilmasi igin hiicre kiiltiirii
teknikleri kullanildi. Deney, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim
Dal1 Hucre Kulturu Laboratuvari'nda gergeklestirildi.

Kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri, kulturdeki htcrelerin blyimesini etkileyen 6nemli bir faktordur. Besiyeri,
biiyiiyen hiicrelere besin saglamasinin yani sira, kontaminasyonu o&nlemek igin
antibiyotikler, fungusidler ya da her ikisi ile de desteklenmektedir (Phelan 1998).
Besiyeri icerisine, hiicrelerin gelismeleri ve ¢ogalmalar1 i¢in %5-10, hicrelerin en diisiik
seviyede aktivitelerini siirdiirip canliliklarinin devami igin ise %2 oraninda inaktif
hayvan serumu ilave etmek yeterli olmaktadir (Finegold ve Baron 1986, Isenberg 1992,
Murray ve ark. 1995).

Calismada, VCaP hiicre hatt1 i¢in %10 fetal sigir serum (FBS, sicaklikla inaktive
edilmis), %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin soliisyonu (10 000 U/ml penisilin,
10 mg/ml streptomisin) iceren DMEM Ham's FXII besiyeri, Calu-1 hiicre hatt1 igin ise
%10 fetal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin soltsyonu (10
000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin) iceren McCoy's 5A Medium (Modified)

besiyeri kullanildi.

Hicre kualtlrd islemleri, ultraviyole ile sterilize edilen laminar hava akimli ¢alisma
kabininde gergeklestirildi. Tiim besiyerleri ve soliisyonlar, kullanilmadan 6nce 37°C'ye
1s1t1ldi. -80°C'de saklanan VCaP ve Calu-1 hiicreleri, stoktan ¢ikarilarak hizl bir sekilde
¢oziildii, DMSO'nun uzaklastiriimast i¢in besiyeri ile yikandiktan sonra 75 cm?lik hiicre
kiiltir flasklarina aktarildi. Kiiltiir flasklarina ilgili besiyerlerinden 8-10 ml eklendi.
Hicreler, 37°C'de, %5 CO, ve %95 nem igeren inkiibatérde ¢ogaltildi. Kultlr
flasklarinin tabanina tutunarak c¢ogalan hiicreler, inverted mikroskop yardimiyla
canlilik, ¢ogalma ve kontaminasyon yoninden gilnlik olarak izlendi. Konfluent olana

PR

kadar hiicrelerin kullandiklar1 besiyeri, pH indikatoriiniin (fenol red) rengi degistigi
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zaman steril sartlarda degistirildi. Eski besiyeri aspire edildi, ardindan flasklara 8-10 ml
taze besiyeri ilave edildi. Hiicrelerin canliligini korumak ve devamliligimi saglamak
amaciyla ¢ogalma siirelerine uygun olarak pasajlama yapildi. Bir kisim hiicre, ¢alismay1
giivence altina almak igin dondurularak -80°C'de stoklandi. Tiim yikama adimlarinda

ise, PBS (Fosfat Tuz Tamponu) kullanildi.
3.2.3.1. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢6zilmesi

1) Kriyovial tlpler icerisinde %10 DMSO (dimetil stlfoksit) ile dondurulmus olan
VCaP ve Calu-1 hiicre hatlar, -80°C'lik tibbi sogutma cihazindan alarak 37°C'de
¢Ozuldld. 4°C'nin tizerindeki DMSO hiicrelere toksik oldugundan, 37°C'de hucreleri

¢Ozdiiriirken seri bir sekilde ¢alisildi.

2) DMSO'nun hiicre canlilig1 iizerinde negatif etkisi bulunmaktadir. DMSQO'dan zarar
gbrme sirecini azaltmak amaciyla kriyovial tiiplerin igerisine hizli bir sekilde besiyeri
ilave edildi. Hcreler, pastor pipeti yardimiyla karistirilarak 15 ml'lik falkon tlplerin

icerisine alind.

3) Falkon tlplerin igerisine yaklasik 10 ml daha taze besiyeri ilave edilerek 1200 rpm'de
5 dakika santrifuj edildi.

4) Santrifiij sonras1 falkon tliplerin igerisinde bulunan siipernatant kisim aspire edildi ve

hicre pelletleri Gzerine tekrar (~10 ml) besiyeri eklendi.
5) 1200 rpm'de 5 dakika boyunca ikinci kez santriflj yapildi.

6) Santrifllj sonras1 siipernatant aspire edilerek uzaklastirildi, ¢oken VCaP ve Calu-1
hiicrelerinin tizerine sirasiyla, DMEM Ham's FXII ve Mc Coy's 5A Medium (Modified)

besiyerlerinden 1 ml eklenerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi.

7) Ardindan hiicrelerin tizerine 9 ml besiyeri daha ilave edildi ve 10 ml'lik hicre

stispansiyonu 75 cm?lik flasklara alindi.

8) Flasklar, 37°C'de, %95 nem ve %5 CO; iceren etiive almarak inkiibasyona birakildi.
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3.2.3.2. Hiicre hatlarimin pasajlanmasi

Hicreler, flask yizeyini %80-90 oraninda kapladiklarinda ve biiyiimelerini baskilayan
bir popiilasyon yogunluguna ulastiklarinda, steril sartlar altinda tripsinizasyon islemi ile

pasajlandi.

1) VCaP ve Calu-1 hucreleri, monolayer hiicreler olduklar i¢in pasajlama yaparken ilk
olarak hicrelerin yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalar1 gerekir. Bu amagla, oncelikle

flasklarda bulunan ortamlar aspire edilerek uzaklastirildi.

2) Flask igerisinde serum (FBS) kalintilarinin bulunmasi, tripsinin aktivitesini
engelleyebilmektedir. Hiicreleri serumdan arindirmak igin, flasklarin igine 2 ml steril
1X PBS (Fosfat Tuz Tamponu, pH: 7,4) ilave edildi ve hiicrelerin ylzeylerinin hafifce

yikanmasi saglandi.

3) PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra, flask ylizeyine yapisan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 igin, htcrelerin Gzerine 2 ml %0,25 tripsin-EDTA
solisyonu ilave edildi. Tripsin sicaklik arttikca daha etkili ¢alistigi igin, flasklar 5
dakika boyunca 37°C'de, %5 CO,'li inkubatorde bekletildi.

4) Siire sonunda inkiibatérden alinan flasklar inverted mikroskopla incelendi ve tim

hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi kontrol edildi.

5) Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelerin tizerine,
tripsin-EDTA'nin inhibe edilmesi icin 10 ml serumlu besiyeri ilave edildi. Boylece,
tripsin-EDTA'nin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar

vermesi engellenmis oldu.

6) Flasklarm igerisinde bulunan hiicre siispansiyonlari, 15 ml'lik falkon tiiplere alind1 ve

2000 rpm'de 5 dk santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi.

7) Santrifiij sonrasi, siipernatant kisimlar aspire edildi, hiicre pelletleri {izerine 10 ml

besiyeri eklenerek siispansiyonlarin homojen saglandi.

8) Elde edilen hiicre siispansiyonlari, 75 em®lik iki ayr1 flaska aktarildi. Hicrelerin
yiizeye yapisarak tiremeye devam etmeleri i¢in flasklar, 37°C'deki %5 CO, ve %95 nem

iceren etlive kaldirilarak inkiibasyona birakildi ve cogalmalart saglandi.
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3.2.3.3. Hiicre hatlarinin dondurulmasi

1) Hicreler flask ylzeyini %70-80 oraninda kapladiklarinda, dondurularak -80°C'de

stokland. i1k olarak, flasklarin icerisindeki besiyerleri aspire edilerek uzaklastirildi.

2) Sonraki asamada, flasklarin i¢ine 2 ml steril 1X PBS (Fosfat Tuz Tamponu, pH: 7,4)

ilave edildi ve hiicrelerin yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi.

3) PBS'in ortamdan uzaklastirilmasindan sonra, hicreleri yapismis olduklar1 flask
yiizeyinden kaldirmak igin, hicrelerin tzerine 2 ml %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu
ilave edildi ve flasklar 5 dakika boyunca 37°C'de, %5 CO,'li inklibatdrde bekletildi.

4) Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelerin {izerine

10 ml serumlu besiyeri ilave edilerek tripsin-EDTA'nin toksik etkisi notralize edildi.

5) Flasklarin igerisideki hiicre siispansiyonlar1, 15 ml'lik falkon tiiplere alinarak 2000

rpm'de 5 dakika stre ile santrifuj edildi.

6) Santrifiij sirasinda, her bir falkon tupe ait 2 ml'lik kriyovial tlpler ile 9:1 oraninda
(%90:%10) serum:DMSO karisimindan olusan dondurma mediumu hazirlandi.

Hazirlanan dondurma mediumu ve kriyovial tiipler, buz igerisine alindi.

7) Santrifiij sonrasi, falkon tiiplerde bulunan siipernatant kisim uzaklastirilarak falkon
tipler de buz tizerine alindi. Coken hiicrelerin tizerine serum:DMSO karisimindan 750

ul eklenerek resuspanse edildi.

8) Bu karisim, buz igerisinde bulunan kriyovial tipler icerisine aktarildi ve uzun

donemli saklama i¢in hizlica -80°C'ye kaldirildi.
3.2.4. Deneysel ¢calismalarda kullamlacak hiicre sayilarinin optimizasyonu

Deney asamasinda mikroplakada kuyucuk basma kullanilmasi gereken standart hiicre
sayisinin belirlenebilmesi amaciyla optimizasyon g¢alismasi yapildi. Ayrica bu ¢alisma
ile uygulanacak testler de (WST-1, SRB ve XCELLigence Analizi) standardize edildi.
Uygulama icin 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanildi. Olmasi istenen hiicre sayisini
iceren 100 pl hiicre siispansiyonu, mikroplakanin her bir kuyucuguna 3 tekrarli olarak
ekildi ve mikroplaka 37°C'de %5 CO;, iceren etuvde inkube edildi.
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Deney sonucunda, VCaP ve Calu-1 hicrelerinin ¢ogalmalarina bagli olarak uygun olan

hiicre miktari, her iki hiicre soyu i¢in 5 000 hiicre/kuyucuk olarak saptandi.
3.2.5. Hiicre hatlarinin canliliginin belirlenmesi

Kiiltiirdeki hiicrelerin sayilarinin belirlenmesi, kiiltiir sartlarinin standardizasyonunda ve
dogru kantitatif deneylerin uygulanmasinda onemlidir (Phelan 1998). Hiucrelerin
canliliklarinin ve sayilarinin belirlenmesinde, membran biitiinliigiinii 6l¢meye dayal1 bir
test olan tripan mavisi boyasi testi kullanildi. Hasar goérmiis plazma membrani
permeabilitesi olan (61l) hicreler tripan mavisi ile boyanirken, hasar gérmemis (canli)
hiicreler, boyayr plazma membranindan gegiremedikleri igin bu boya ile boyanmadi.
Sayim i¢in iki es deger bolmeye sahip Neubauer hemositometresi kullanildi. Testin

uygulama asamalari su sekildedir:

1) VCaP ve Calu-1 hicreleri, monolayer hiicreler olduklari igin ilk olarak tripsinizasyon

islemi yapildi ve 1 ml besiyeri ile sulandirilmis hiicre siispansiyonu elde edildi.

2) Elde edilen hicre siispansiyonundan 50 ul alinarak eppendorf tipe aktarildi ve

uzerine 50 pl %0,5 tripan mavisi boyas1 konarak iyice karismasi saglandi.

3) Tripan mavisi ile boyanan hicre stispansiyonundan 10 pl 6rnek alindi, distile su ile

temizlenen Neubauer hemositometresinin lamindaki sayim odacigina konuldu.

4) Isik mikroskobunda 10X okiiler kullanilarak 4 karede hiicre sayimi gergeklestirildi.
Tripan mavisi boyasini i¢ine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, boyayr metabolize
edip parlak gortnen hiicreler ise canli olarak degerlendirildi (Sekil 3.1). Hicreler

sayildiktan sonra 1 ml besiyerindeki toplam canli hiicre sayisi,
hiicre/ml = canli hiicrelerin aritmetik ortalamas: x diliisyon katsayisi x 10°

formllne gore hesaplandi.
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Sekil 3.1. Neubauer hemositometresi ile hiicrelerin sayimi (Anonim 2011)
3.2.6. Hiicrelerin deney planina gore ekimi ve ekstrelerin uygulanmasi

Canli hiicre sayim yapildiktan sonra, Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ekstrelerinin
VCaP ve Calu-1 hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla 3 giin siirecek
bir deney diizenegi olusturuldu. ilk olarak, sitotoksisite testleri (WST-1 ve SRB) igin
her gune (24., 48. ve 72. saatler) ait ayr1 bir 96 kuyucuklu mikroplaka hazirlandi. Canli
hiicre sayis1 belirlenen hiicre siispansiyonundan, ekilecek hiicre sayisina gore gerekli
diliisyonlar yapildi. Ardindan, her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 100'er pl hiicre
stispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplakalara dagitildi ve hiicrelerin ekimi yapildi.
Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri
ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. K&r igin ayrilan kuyular igerisine ise 100 pl
besiyeri ilave edildi. Deneyde, her bir etken madde konsantrasyonu ucli kontrolle
(triplicate) calisildi. Ekilen hiicrelerin kuyucuklara tutunmalar i¢in, mikroplakalar 24
saat boyunca 37°C'de, %95 nem ve %5 CO;, igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

66



Deneyde, sitotoksik etkisi calisilacak Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinin
inflizyon (su) ve etanol (EtOH) ekstrelerinin logaritmik dozlari, 400 pg/ml, 200 pg/ml,
100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 ug/ml olarak planlandi. Ekstrelerin
100 mg/ml konsantrasyondaki ana stoklarindan besiyeri icinde gerekli seyreltmeleri
yapilarak calisma dozlar1 hazirlandi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, ekstrelerin
logaritmik dozlar1 hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 100 pl voliimde ve
mikroplaka diizenine uygun olarak eklendi (Sekil 3.2). Her konsantrasyon igin 3
kuyucuk kullanildi. Negatif kontrol (sadece hiicre iceren) ve kor (sadece besiyeri igeren)
icin ayrilan kuyucuklara etken madde uygulanmadi, son hacmin 200 pl olmasi i¢in bu
kuyucuklara 100 pl besiyeri eklendi. Ekstre uygulamasini takiben hiicreler 24, 48 ve 72
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Sitotoksisite testleri 6ncesinde ekstre uygulanmis
hiicreler, her 24 saatte bir mikroskobik olarak incelenerek meydana gelen sitopatolojik
degisiklikler tespit edildi ve kontrol gruplari ile karsilagtirildi.

Etanol Ekstresi inflizyon Ekstresi Ftanol Ekstresi infiizyon Ekstresi

Wpgml SAOOO0O0O0OOO00O0OOO
20wl e OO OO0 0000000
Wrgml 32O 000000000000
rml 2o OO0 000000000
=rm QOO0 000000000
R rO00000000000

6,25 pg/ml cOOO0OO0OOOOOOOO
o [ 000000000006

VCaP \Egﬂ“f VCaP Kir Calu-1 _\Eganf Calu-1 Kiir
Kontrol (DMEM) Kontrol (McCoy's)

Sekil 3.2. Sitotoksisite deneylerinde kullanilan 96 kuyucuklu mikroplaka diizeni ve
uygulanan ekstrelerin konsantrasyonlari
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3.2.7. Sitotoksisite testleri

Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinden elde edilen sulu ve etanollii ekstrelerin
logaritmik dozlarinin, hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla,
WST-1 ve SRB canlilik testleri uygulandi. Ayrica hicrelerdeki sitotoksik aktivite,

gercek zamanli sitotoksisite analiz sistemi (XCELLigence RTCA) ile de dogrulandi.
3.2.7.1. WST-1 (water soluble tetrazolium) testi

Kolorimetrik bir yontem olan WST-1 testi ile, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin

hiicre canlilig1 iizerindeki sitotoksik / sitostatik etkileri ve inhibitor konsantrasyonlar1

(ICsp) belirlendi.

Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin uygulanmasinin ardindan 24, 48 ve 72 saat
boyunca CO;'li etuvde inklbe edilen hiicrelere WST-1 testi uygulandi. 24. saat
sonunda, bitki ekstrelerinin logaritmik dozlarini igeren kuyucuklara karanlik ortamda 20
pl WST-1 soliisyonu eklendi. Ardindan, hiicreler 1 saat boyunca 37°C'de, %5 CO;'li ve
%95 nemli etlivde inkibe edildi. Mikroplakanin her bir kuyucugunun absorbans degeri
(OD), 1 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca 15 dakikalik periyotlar ile mikroplaka
okuyucuda (ELISA Reader) 450 nm absorbans ve 600 nm referans araliginda okundu.
Ayni islem, ekstrelerin uygulanmasindan 48 saat sonra 2. gline ait mikroplaka icin ve 72

saat sonra 3. giine ait mikroplaka i¢in tekrarlandi.

Boylece, hiicrelerde olugsan renk siddeti sayisal olarak degerlendirildi ve okunan

absorbanslar kullanilarak hiicrelerin % canlilik oranlari belirlendi.

% Hiicre canliliginin hesaplanmasi

Ekstre uygulanmamig kontrol hiicre (MO) canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, ekstre
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlari,

Canlilik (%) = [(Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbanst - kOr ortalama) / (Kontrol
hiicre absorbansi - Kor ortalama)] x 100

formuli kullanilarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore, doz - cevap egrileri ¢izildi

ve bu egrilerden hiicrelerin %50'sini inhibe eden dozlar (ICsy degerleri) hesaplandi.
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3.2.7.2. SRB (sulforhodamine B) testi

SRB yontemi, daha duyarli, basit ve giivenilir olmasi, hiicre sayisi ile daha iyi bir
dogrusallik gdstermesi ve zamana duyarli dl¢lim gerektirmemesi gibi iistiinliiklere sahip
olmas1 nedeniyle son yillarda tetrazolyum tabanli sitotoksisite testlerin yerini almaktadir
(Rubinstein ve ark. 1990, Keepers ve ark. 1991, Monks ve ark. 1991, Perez ve ark.
1993). Bu baglamda, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin hiicre canlilig1 izerindeki
sitotoksik / sitostatik etkilerinin 2. bir yontem ile teyit edilmesi amaciyla kolorimetrik

SRB testi uygulandi.

Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin uygulanmasinin ardindan 24, 48 ve 72 saat
boyunca CO;'li etivde inkibe edilen hicrelere SRB (Sulforhodamine B) testi

uygulandi.

SRB testinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

-Trikloroasetik asit (TCA) solisyonu: %50'lik (w/v) TCA soliisyonu hazirlamak igin,
hassas terazide 50 gr TCA tartildi ve 100 ml steril dH,O icinde ¢dzinduruldu. Elde
edilen %50'lik TCA soliisyonu, kisa siireli saklama igin +4°C'ye kaldirildi.

-SRB (Sulforhodamine B) soliisyonu: %0,4'lik (w/v) SRB soliisyonu hazirlamak igin,
hassas terazide 400 mg SRB tartildi ve 100 ml %1'lik glasiyal asetik asit iginde
¢cozlnduruldu. Elde edilen %0,4'1tk (w/v) SRB sollsyonu, +4°C'de ve karanlik ortamda

saklandi.

-Tris bazi: pH:10,0 olan 10 mM tamponlanmamis tris bazi hazirlamak i¢in, hassas
terazide 121 mg tris bazi tartildi ve 100 ml steril dH,O icinde ¢ézlnduruldi ve oda

sicakliginda saklandi.

-Glasiyal asetik asit ¢ozeltisi: 100 ml %1'lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak icin, 1

ml asetik asit aliarak tizerine 99 ml steril dH,O eklendi.

69



SRB sitotoksisite testinde uygulanan basamaklar su sekilde siralanabilir:

1) Uygun test ajanlart ile 24 saatlik tedavi sonrasinda, hiicresel proteinleri fikse etmek
icin, mikroplakanin her kuyucuguna 50 ul %50'lik (w/v) TCA (trikloroasetik asit)
nazikge eklendi ve TCA'in final konsantrasyonunun her kuyucukta %10 oraninda olmasi

saglandi.

2) Fiksasyon reaktifinin (TCA) eklenmesi esnasinda ve sonrasinda, mikroplakanin
sarsilmamasina 6zen gosterildi. Ciinkii beklenmedik bir sarsilma, hiicrelerin ylizeyden
ayrilmasina ve protein miktarinda sapmalara neden olabilirdi. TCA eklendikten sonra

plate, +4°C'de en az 1 saat fikse edildi.

3) Fiksasyon suresi sonunda, mikroplate'deki TCA aspire edildi. Fazla TCA'i ve serum
proteinlerini uzaklastirmak icin, kuyucuklar 5 kez deiyonize su ile yikandi. Her yikama
sonunda mikroplate ters c¢evrildi ve kuyucuklardaki su dokiildii. Yikamalar arasinda

mikroplakaya kuvvetlice vurularak kalan su uzaklastirildi ve havada kurutuldu.

4) Fikse edilmis hiicrelerin boyanmasi igin, her kuyucuga %0,4'lUk (w/v) SRB
soliisyonundan 50 pl eklendi, 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe
edildi.

5) Inkiibasyon siiresi sonunda, SRB mikroplakadan dokiildii. Baglanmayan boyanin
uzaklastirilmasi icin kuyucuklar 5 kez %1'lik (v/v) asetik asit ile yikandi. Her yikama

sonunda mikroplate ters ¢evrilerek kuyucuklardaki asetik asit uzaklastirildi.
6) Mikroplaka, kuyucuklarin iginde asetik asit kalmayacak sekilde havada kurutuldu.

7) Proteinlere baglanan boyanin c¢oziinmesi ig¢in, her kuyucuga 150 pul 10 mM

tamponlanmamis Tris baz1 eklendi.

8) Boya solusyonunu homojenize etmek icin, mikroplate en az 10 dakika boyunca
shaker' da inklbe edildi.

9) Her bir kuyucugun absorbansi (optik dansitesi), mikroplaka okuyucu kullanilarak 564

nm dalga boyunda 6l¢ild.
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Ayni iglem, ekstrelerin uygulanmasindan 48 saat sonra 2. gline ait mikroplaka igin ve 72
saat sonra 3. gune ait mikroplaka icin tekrarlandi. Boylece, hiicrelerde olusan renk
siddeti sayisal olarak degerlendirildi ve okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin %

canlilik oranlar1 belirlendi.

% Hiicre canliliginin hesaplanmasi

Ekstre uygulanmamig kontrol hiicre (MO) canliligi %100 olarak kabul edilerek, ekstre
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlart,

Canlilik (%) = [(Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbansi - kér ortalama) / (Kontrol
hiicre absorbanst - kor ortalama)] x 100

formill kullanilarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore, doz - cevap egrileri ¢izildi

ve bu egrilerden hiicrelerin %50'sini inhibe eden dozlar (ICsp degerleri) hesaplandi.

3.2.7.3. XxCELLigence gercek zamanh hiicre analizi (XCELLigence Real Time Cell
Analyzer)

Gergek zamanl xCELLigence sisteminde; hiicreler altin mikroelektrotlarla entegre e-
plate'lere ekilir. Bu elektrotlar; kuyucuklar icerisindeki medyumun iyonik cevresi ile
etkilesim halinde oldugundan elektrotlari saran hiicrelerin sayisi, morfolojisi ve yapisma
giiciiyle siirekli olarak degisebilir. XCELLigence sistemi, ger¢cek zamanli olarak
Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarindaki sitotoksik
etkilerini, hiicre proliferasyonunu, canliigim1 ve morfolojik degisikliklerini
goriintiilemek i¢in kullanildi. Bu hicresel olaylarin, xCELLigence sistemindeki

empedans temelli analizi Sekil 3.3'de sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. XCELLigence RTCA'da hicre hareketlerinin empedans temelli analizi
(Limame 2012'den degistirilerek alinmistir)

xCELLigence Gercek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi Protokolii

1) 75 cm?lik flasklara ekilen ve flask yiizeyini kaplayan VCaP ve Calu-1 hiicreleri, ilk
olarak PBS ile yikandi, ardindan %0,25 tripsin-EDTA solusyonu ile muamele edilerek
flask yilizeyinden kaldirildi.

2) Santrifiigasyon isleminden sonra tripan mavisi boyasi kullanilarak hemositometrede
hiicre sayimi1 yapildi ve gerekli hiicre miktarina diliisyon yapildi.

3) 96 kuyucuklu altin mikroelektrotlarla entegre e-plate igerisindeki her kuyuya 100 pl
besiyeri koyuldu ve 37°C'de, % 5 CO,'li ortamda inkiibasyonu takiben bazal 6l¢im

yapilmak iizere e-plate xCELLigence cihazina yerlestirildi.

72



4) Ol¢iim tamamlandiktan sonra e-plate cihazdan cikartildi, VCaP ve Calu-1 hiicreleri
100 pl besiyeri icerisinde 1x10% hiicre/kuyucuk (3 tekrarli) olacak sekilde 96 kuyucuklu
e-plate’e ekildi.

5) 37°C'de, %5 CO, ve %95 nem iceren etiivde 96 saatlik inkibasyon icin, e-plate
cihaza yerlestirildi ve 30 dakika sonra empedans okumasi baglatildi.

6) 37°C'de, %5 CO,'li ortamda 24 saatlik inkiibasyonu takiben e-plate cihazdan alindi
ve tim kuyucuklardaki yapismis olan hiicrelerin tzerinden (hucrelere zarar vermeden)
100 pl besiyeri uzaklastirildi.

7) Rosmarinus officinalis L.'in infuzyon ve alkolli ekstreleri, kuyucuklardaki son
konsantrasyonlar1 200 pl icerisinde 400 pg/ml, 200 ug/ml, 100 ug/ml, 50 pug/ml, 25
pg/ml, 12,5 ug/ml ve 6,25 pg/ml olacak sekilde (100 pl/kuyucuk) hiicreler (izerine
uygulandi.

8) Etken madde uygulamasinin ardindan e-plate tekrar cihaza yerlestirildi ve hiicreler
37°C'de %5 CO,'li etiivde 72 saat boyunca inkiibasyona birakildu.

9) Zamana baglh hiicre indeksi grafigi "RTCA software" programi kullanilarak
goruntulendi. 1Csp degerleri ise, sigmoidal doz-yanit egrisi ile [Y = Bottom + (Top -
Bottom) / (1 + 10~((Log IC50 - X) x HillSlope))] hesaplanda.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler SPSS 22 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.

Istatistiksel olarak anlaml1 veriler p<0.05 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. WST-1 Canhlik Testi Bulgulari

Rosmarinus officinalis L.'in infuzyon (su) ve alkol (etanol) ekstrelerinin logaritmik
dozlarinin (400 pg/ml - 200 ug/ml - 100 ug/ml - 50 pg/ml - 25 pg/ml - 12,5 pg/ml - 6,25
ug/ml) VCaP ve Calu-1 hiicre hatlariin canliligi iizerine olan etkisini belirleyebilmek
icin WST-1 canlilik testi yapildi. Hiicre hatlar1; 24, 48 ve 72 saat boyunca séz konusu
ekstreler ile inkiibasyona birakildi. WST-1 testinin uygulanmasinin ardindan 1 saatlik
inkiibasyon siiresi boyunca 15 dakikalik periyotlar ile okuma yapildi. En uyumlu
sonuglar; 24 ve 48 saatlik tedaviler icin 30. dk'da, 72 saatlik tedavi icin 45. dk'da elde
edildi.

4.1.1. 24 saatlik tedavi sonuclan

Hiicre hatlarma 24 saat boyunca R. officinalis L. bitkisinin inflizyon (su) ve alkol
(etanol) ekstrelerinin uygulanmasinin ardindan elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.1
ve 4.2'de gosterildi. R. officinalis'in etanol ekstresinin uygulandigi VCaP ve Calu-1
hiicre hatlarinda konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel
olarak anlamli azalmalar gozlendi (p<0.05). Ancak, R. officinalis'in inflizyon ekstresinin
hem VCaP hem de Calu-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi saptanmadi. Infiizyon ve
etanol ekstreleri uygulanan VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin 24 saatlik tedavi
sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde degerleri sirasiyla Cizelge 4.1 ve 4.2 de verildi.
Her iki ekstrenin de sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde 6nemli olan 1Csq (kontrol
hiicrelerine kiyasla ekstreler ile muamele sonrasi hiicrelerin  %350'sini Olduren
konsantrasyon) ve ICgqy (kontrol hiicrelerine kiyasla ekstreler ile muamele sonrasi
hicrelerin %90'im1 6ldiiren konsantrasyon) degerleri, her iki hiicre hatt1 i¢in de WST-1
testinin 24 saatlik tedavi sonuglarmma gore belirlendi. R. officinalis L.'in etanol
ekstresinin; VCaP hiicre hattindaki ICsp dozu 355,12 pg/ml, Calu-1 hiicre hattindaki
ICso dozu ise 235,47 ug/ml olarak bulundu. R. officinalis L.'in inflizyon ekstresinin;
VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarindaki ICso dozu ise; >400 olarak belirlendi. Hem etanol
hem de infiizyon ekstresinin VVCaP ve Calu-1 hucrelerindeki ICqo degeri ise >400 olarak
tespit edildi (Cizelge 4.3 ve 4.4).
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WST-1 Canhilik Testi
VCaP Hiicre Hatti
140 -
120 - =3l kol
% 100 - =M= infiizyon
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Dozlar (pg/ml)

Sekil 4.1. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi
3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

WST-1 Canlilik Testi
Calu-1 Hiicre Hatti
120 -
a5
100 -
== inflizyon
T 80 -
=
= 50 -
T
[1-]
O 40 -
20 -
I:I T T T T T T T 1
I S N M S S
Dozlar (pg/ml)

Sekil 4.2. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan Calu-1 hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz iginde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
(p<0.05) ifade etmektedir.
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Cizelge 4.1. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP

hiicre hattinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

D0ozla 0 0 €

6,25 107,93 95,09

12,5 94,43 94,86

25 87,60 87,65

50 83,31 81,37

100 77,45 83,05

200 72,79 74,96

400 43,41 77,55

Cizelge 4.2. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan Calu-1

hiicre hattinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

D0ozla 0 0 €

6,25 91,05 104,40

12,5 90,61 102,21

25 91,93 100,02

50 87,71 99,04

100 73,79 99,42

200 55,05 102,32

400 26,55 107,41

Cizelge 4.3. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VCaP

hlcrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki ICsg ve ICqo degerleri (WST-1 testi)

DO 0 0 D
|C50 355,12 >400
ICqy >400 >400
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Cizelge 4.4. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan Calu-1
hicrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki ICsp ve 1Cqo degerleri (WST-1 testi)

Dle 0 AlKO e D
1Cs 235,47 >400
1Cq >400 >400

WST-1 canlilik testi uygulamasi asamasinda; Rosmarinus officinalis L. bitkisinin
infiizyon ve alkollii ekstrelerinin logaritmik dozlarinin (6,25-400 pg/ml) 24 saatlik
tedavi sonrasinda hiicreler iizerindeki etkileri, WST-1 soliisyonunun uygulanmasindan
once morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5,
4.6).

Sekil 4.3. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardindan
V/CaP hiicrelerinin morfolojik gortntuleri

A: VCaP kontrol hiicreleri B: 400 pg/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 pg/ml alkol ekstresi E: 50 pg/ml alkol ekstresi F: 25 pg/ml alkol ekstresi G: 12,5
pg/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.4. Rosmarinus officinalis L. infiizyon ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardindan
V/CaP hiicrelerinin morfolojik gortntuleri

A: VCaP kontrol hicreleri B: 400 ug/ml inflizyon ekstresi C: 200 pg/ml inflizyon
ekstresi D: 100 pg/ml infiizyon ekstresi E: 50 pg/ml infiizyon ekstresi F: 25 pg/ml
infizyon ekstresi G: 12,5 pg/ml inflizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml inflizyon ekstresi
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Sekil 4.5. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardindan Calu-
1 hucrelerinin morfolojik goruntuleri

A: Calu-1 kontrol hiicreleri B: 400 pg/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 pg/ml alkol ekstresi E: 50 pg/ml alkol ekstresi F: 25 pg/ml alkol ekstresi G: 12,5
pg/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.6. Rosmarinus officinalis L. infiizyon ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardindan
Calu-1 hiicrelerinin morfolojik gortntuleri

A: Calu-1 kontrol hicreleri B: 400 pg/ml infiizyon ekstresi C: 200 pg/ml inflizyon
ekstresi D: 100 pg/ml infiizyon ekstresi E: 50 pg/ml inflizyon ekstresi F: 25 pg/ml
inflizyon ekstresi G: 12,5 pg/ml infiizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml inflizyon ekstresi

4.1.2. 48 saatlik tedavi sonuclari

Hiicre hatlarina 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. bitkisinin infuzyon ve etanol
ekstrelerinin uygulanmasmin ardindan WST-1 testi ile elde edilen sonuglar sirasiyla

Sekil 4.7 ve 4.8'de gosterildi.
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WST-1 Canlilik Testi
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Sekil 4.7. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

WST-1 Canlilik Testi
Calu-1 Hiicre Hatti
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Sekil 4.7. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan Calu-1 hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz iginde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
(p<0.05) ifade etmektedir.
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Rosmarinus officinalis L."Iin alkol ve inflizyon ekstreleri ile 48 saatlik tedaviden sonra
elde edilen sonuglara gore; etanol ekstresinin yiiksek konsantrasyonlarinin, VCaP ve
Calu-1 hucrelerinin canlilik yiizdelerinde azaligslara neden oldugu gozlendi. Etanol
ekstresinin, VCaP hiicrelerine kiyasla Calu-1 hiicrelerinde daha sitotoksik oldugu tespit
edildi. R. officinalis L."in infiizyon (su) ekstresinin VCaP hiicre hatti iizerinde sitotoksik
etkisi saptanmadi ve ICsy degeri belirlenemedi. Fakat, infuzyon ekstresinin, Calu-1
hiicrelerinin canlilik yiizdelerinde az da olsa bir azalmaya sebep oldugu goriildii.
Infiizyon ve etanol ekstreleri uygulanan VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin 48 saatlik
tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yilizde degerleri sirasiyla Cizelge 4.5 ve 4.6'de

verildi.

Cizelge 4.5. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VCaP
hiicre hattinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

D0ozla 0 AIKO e 0 €

6,25 104,07 95,52

12,5 106,21 92,01

25 104,84 95,26

50 87,78 95,82

100 78,11 100,10

200 76,88 102,29

400 61,00 99,39

Cizelge 4.6. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan Calu-1
hiicre hattinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

D0ozla 0 AIKO e 0 €

6,25 108,00 101,48
12,5 107,49 99,60

25 97,37 103,21

50 101,87 109,51
100 104,11 110,01
200 60,16 107,28
400 34,87 68,80
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R. officinalis L.'in her iki ekstresinin de sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde énemli
olan ICsp ve ICqy degerleri, her iki hiicre hatt1 igin de WST-1 testinin 48 saatlik tedavi
sonuglarina gére belirlendi. R. officinalis L."in etanol ekstresinin; VCaP hiicre hattindaki
ICso dozu >400 pg/ml, Calu-1 hiicre hattindaki ICsy dozu ise 280,34 pg/ml olarak
bulundu. R. officinalis L."in inflizyon ekstresinin, VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinda ICsg
dozu saptanamadi1 (ICsp dozu, her iki hicrede de >400 pg/ml olarak tespit edildi.)
(Cizelge 4.7 ve 4.8). R. officinalis L. etanol ekstresinin 400 pg/ml ve 200 pg/ml
dozlarinin VCaP ve Calu-1 hiicre soylar1 iizerine olan etkileri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.7. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VCaP
hlcrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki ICsg ve ICqo degerleri (WST-1 testi)

BJe 0 AIKO e |
1Cs >400 >400
1Cq >400 >400

Cizelge 4.8. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan Calu-1
hlcrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki ICsg ve ICqg degerleri (WST-1 testi)

ICso

A

280,34

>400

ICq

>400

>400

WST-1 canlilik testi uygulamasi asamasinda; Rosmarinus officinalis L. bitkisinin
inflizyon ve alkollii ekstrelerinin logaritmik dozlarmin (6,25-400 pg/ml) 48 saatlik
tedavi sonucunda hucreler tzerindeki etkileri, WST-1 soliisyonunun uygulanmasindan
once morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.8, 4.9, 4.10,
4.11).

83



Sekil 4.8. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardindan
V/CaP hiicrelerinin morfolojik gortntuleri

A: VCaP kontrol hicreleri B: 400 pg/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 pg/ml alkol ekstresi E: 50 pg/ml alkol ekstresi F: 25 pg/ml alkol ekstresi G: 12,5
pg/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.9. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardindan
VCaP hucrelerinin morfolojik goruntuleri

A: VCaP kontrol hiicreleri B: 400 pug/ml inflizyon ekstresi C: 200 pg/ml inflizyon
ekstresi D: 100 pg/ml inflizyon ekstresi E: 50 pg/ml inflizyon ekstresi F: 25 pg/ml
infuzyon ekstresi G: 12,5 pg/ml infiizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml infiizyon ekstresi
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Sekil 4.10. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardindan
Calu-1 hucrelerinin morfolojik géruntuleri

A: Calu-1 kontrol hiicreleri B: 400 ug/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 pg/ml alkol ekstresi E: 50 pg/ml alkol ekstresi F: 25 pg/ml alkol ekstresi G: 12,5
pg/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.11. Rosmarinus officinalis L. infiizyon ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardindan
Calu-1 htcrelerinin morfolojik gortntuleri

A: Calu-1 kontrol hicreleri B: 400 pg/ml infiizyon ekstresi C: 200 pg/ml inflizyon
ekstresi D: 100 pg/ml infiizyon ekstresi E: 50 pg/ml infiizyon ekstresi F: 25 pg/ml
infizyon ekstresi G: 12,5 pg/ml inflizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml inflizyon ekstresi

4.1.3. 72 saatlik tedavi sonuc¢lari

Hiicre hatlarina 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. bitkisinin inflizyon ve etanol
ekstrelerinin uygulanmasinin ardindan WST-1 testi ile elde edilen sonuglar sirasiyla

Sekil 4.12 ve 4.13'de gosterildi.
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WST-1 Canlilik Testi
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Sekil 4.12. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik ylizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

WST-1 Canlilik Testi
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Sekil 4.12. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik ylizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz i¢inde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0.05) ifade etmektedir.
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Rosmarinus officinalis L.'In etanol ekstresinin uygulandigi VCaP ve Calu-1 hicre
hatlarinda konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdelerinde istatistiksel olarak
anlamli azalmalar gozlendi (p<0.05). Ozellikle etanol ekstresinin yiiksek dozlarinin
VCaP ve Calu-1 hiicrelerinde anti-proliferatif etkiye neden oldugu bulundu. Rosmarinus
officinalis L.'in inflizyon (su) ekstresinin, VCaP ve Calu-1 hiicre hatlar1 {izerinde
sitotoksik etkisi saptanamadi1 ve her iki ekstre igin de I1Csy degerleri belirlenemedi.
VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin 72 saatlik tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde

degerleri sirasiyla Cizelge 4.9 ve 4.10'da verildi.

Cizelge 4.9. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VCaP
hiicre hattinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

ozla 0 AIKO e 0 e

6,25 94,94 92,18
12,5 87,84 84,40

25 70,16 83,14

50 67,93 81,94
100 62,92 93,06
200 55,79 97,70
400 18,03 95,81

Cizelge 4.10. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1
hiicre hattinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (WST-1 testi)

Dozla 0 AIKO e 0 e

6,25 102,51 108,75
12,5 89,77 106,67

25 89,08 110,98

50 88,61 107,83
100 80,48 106,97
200 69,07 95,89
400 4,80 94,56
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R. officinalis L.in her iki ekstresinin de sitotoksik/anti-proliferatif etkisinin
gosterilmesinde 6nemli olan ICsy ve 1Cgyy degerleri, her iki hiicre hatti i¢in de WST-1
testinin 72 saatlik tedavi sonuglarina goére belirlendi. R. officinalis L.'in etanol
ekstresinin; VCaP hiicre hatt1 i¢in ICsq dozu 230,66 pg/ml, I1Cgy dozu >400 pg/ml;
Calu-1 hiicre hatt1 igin 1Csp dozu 259,34 ng/ml, ICq dozu 383,81 pg/ml olarak
bulundu. R. officinalis L." in inflizyon ekstresinin, VCaP ve Calu-1 hiicre hatlari igin
ICs0 ve ICqo dozlar1 saptanamadi (ICsp Ve ICgo dozlari, her iki hiicrede de >400 ug/ml
olarak tespit edildi.) (Cizelge 4.11 ve 4.12).

Cizelge 4.11. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP
hlcrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki ICsg ve ICqg degerleri (WST-1 testi)

DO 0 AIKO e D
1Cs 230,66 >400
ICqy >400 >400

Cizelge 4.12. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infizyon) uygulanan Calu-1
hlcrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki ICsq ve ICqo degerleri (WST-1 testi)

BJe 0 AIKO e |
1Cs 259,34 >400
|Cgo 383,81 >400

WST-1 canlilik testi uygulamasi asamasinda; Rosmarinus officinalis L. bitkisinin
inflizyon ve alkollii ekstrelerinin logaritmik dozlarmin (6,25-400 pg/ml) 72 saatlik
tedavi sonucunda hticreler lzerindeki etkileri, WST-1 solisyonunun uygulanmasindan
once morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.13, 4.14, 4.15,
4.16).
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Sekil 4.13. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardindan
VCaP hucrelerinin morfolojik goruntuleri

A: VCaP kontrol hucreleri B: 400 pug/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 png/ml alkol ekstresi E: 50 pg/ml alkol ekstresi F: 25 pg/ml alkol ekstresi G: 12,5
pg/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.14. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardindan
VCaP hucrelerinin morfolojik goruntuleri

A: VCaP kontrol hucreleri B: 400 pg/ml infiizyon ekstresi C: 200 pg/ml infiizyon
ekstresi D: 100 pg/ml inflizyon ekstresi E: 50 pg/ml inflizyon ekstresi F: 25 pg/mi
infuzyon ekstresi G: 12,5 pg/ml infiizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml infiizyon ekstresi

92



Sekil 4.15. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardindan
Calu-1 hucrelerinin morfolojik géruntuleri

A: Calu-1 kontrol hucreleri B: 400 pg/ml alkol ekstresi C: 200 pg/ml alkol ekstresi D:
100 pg/ml alkol ekstresi E: 50 ug/ml alkol ekstresi F: 25 ug/ml alkol ekstresi G: 12,5
ug/ml alkol ekstresi H: 6,25 pg/ml alkol ekstresi
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Sekil 4.16. Rosmarinus officinalis L. infiizyon ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardindan
Calu-1 htcrelerinin morfolojik gortntuleri

A: Calu-1 kontrol hicreleri B: 400 pg/ml infiizyon ekstresi C: 200 pg/ml inflizyon
ekstresi D: 100 pg/ml infiizyon ekstresi E: 50 pg/ml infiizyon ekstresi F: 25 pg/ml
infizyon ekstresi G: 12,5 pg/ml inflizyon ekstresi H: 6,25 pg/ml inflizyon ekstresi
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4.2. SRB Canllik Testi Bulgular:

Rosmarinus officinalis L.'In infuzyon (su) ve alkol (etanol) ekstrelerinin logaritmik
dozlarinin 24, 48 ve 72 saat boyunca VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin canlilig1 {izerine
olan sitotoksik etkisini belirleyebilmek i¢cin SRB testi yapildi. Kolorimetrik SRB testi

ile hiicrelerde canliligin bir gostergesi olan toplam protein sentezi orani belirlendi.
4.2.1. 24 saatlik tedavi sonuclari

6,25-400 pg/ml doz araliginda hazirlanan R. officinalis L. inflizyon ve alkol
ekstrelerinin 24 saat boyunca VCaP ve Calu-1 hiicrelerindeki selliiler protein miktarina
olan etkisi Sekil 4.17 ve 4.18'de go0sterildi. R. officinalis L.'in etanol ekstresinin
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak uygulandigi VCaP ve Calu-1 hucrelerinde
selliiler protein miktarinda azalmalara neden oldugu belirlendi. Protein miktarindaki bu
azaliglar, VCaP ve Calu-1 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinde meydana gelen azalislar
olarak yorumlandi. Etanol ekstresinin 400 pg/ml konsantrasyonunun, VVCaP hicre soyu
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi gozlenirken; Calu-1 hiicre soylari iizerinde sitotoksik
aktivite belirlenemedi. R. officinalis L.'in inflzyon ekstresinin 24 saat sonundaki
sitotoksik aktivitesine bakildiginda; VCaP hiicreleri iizerinde doza bagl bir diisiis tespit
edilirken, Calu-1 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki saptanmadi. R. officinalis L.
ekstrelerinin hiicre soylar1 lizerine olan etkileri kontrol gruplart ile karsilastirildiginda,
etanol ekstresinin 400-6,25 pug/ml dozlarinin hiicre soylari {izerine olan etkilerinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) fakat inflizyon ekstresinin s6z konusu
dozlariin etkilerinin her iki hiicre soyunda da istatistiksel olarak anlamli olmadig
bulundu (p>0.05).
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SRB Canlilik Testi
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Sekil 4.17. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)
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Sekil 4.18. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik ylizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz icinde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(p<0.05) ifade etmektedir.

96



VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin 24 saatlik tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde
degerleri sirasiyla Cizelge 4.13 ve 4.14'de verildi. Ayrica, R. officinalis L.'in her iki
ekstresinin de sitotoksik/anti-proliferatif etkisinin gosterilmesinde énemli olan ICsy ve
ICqo degerleri, her iki hiicre hatt1 igin de SRB testinin 24 saatlik tedavi sonuglarina gore
belirlendi. R. officinalis L." in etanol ekstresinin; VCaP hiicre hatt1 i¢in ICsy dozu 141,13
pg/ml, Calu-1 hiicre hatt1 i¢in >400 pug/ml olarak belirlendi. R. officinalis L.'in infuzyon
ekstresi uygulanan VCaP hiicrelerinde doz artigina paralel olarak 6liim oraninda da artis
gorulmesine ragmen ICsp degeri >400 ug/ml olarak tespit edildi. R. officinalis L.'in
inflzyon ekstresinin Calu-1 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik/sitostatik aktivitesi

saptanamadi (Cizelge 4.15 ve 4.16).

Cizelge 4.13. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP
hiicre hattinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik ylizde degerleri (SRB testi)

D0ozla 0 AIKO e 0 €

6,25 99,23 95,00

12,5 97,93 94,80

25 79,96 78,40

50 68,89 70,46

100 52,88 67,33

200 47,28 66,42

400 38,03 56,26

Cizelge 4.14. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1
hiicre hattinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (SRB testi)

Dozla 0 AIKO e 0 e

6,25 101,18 107,65

12,5 102,65 109,95

25 100,98 103,24

50 96,86 103,53

100 93,53 103,24

200 73,73 94,90

400 58,53 91,96
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Cizelge 4.15. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP

hlcrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICgo degerleri (SRB testi)

I1Cso

141,13

>400

I1Cqo

>400

>400

Cizelge 4.16. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1

hlcrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICgp degerleri (SRB testi)

I1Cso

>400

>400

ICq

>400

>400

4.2.2. 48 saatlik tedavi sonuclari

Hiicre hatlarina 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. bitkisinin infuzyon ve etanol
ekstrelerinin uygulanmasinin ardindan SRB canlilik testi ile elde edilen sonuglar
sirasiyla Sekil 4.19 ve 4.20'de gosterildi. R. officinalis L.'in etanol ve su ekstresinin
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak uygulandigi VCaP ve Calu-1 hicrelerinin
canlilik yiizdelerinde azalmalar oldugu gozlendi. Bu ¢alisma sonucuna gore; R.
officinalis L."In etanol ekstresinin 400 pg/ ml' lik konsantrasyonunun, Calu-1 hucreleri
tizerinde VCaP hiicrelerine kiyasla daha sitotoksik oldugu saptandi. R. officinalis L.'In
su ekstresinin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak uygulandigi VCaP ve Calu-1
hiicrelerinin canliliklarinda azalmalar olsa da 6nemli bir sitotoksik aktivite saptanamadi.
R. officinalis L. etanol ekstresinin uygulandig: hiicre soylarinda konsantrasyon arttikca
hiicrelerin canlilik ylizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (p<0.05).
R. officinalis L. infizyon ekstresinin uygulandig: hiicre soylarinda ise, sadece yiksek
dozlarda hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi

(p<0.05).
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SRB Canhilik Testi
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Sekil 4.19. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)
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Sekil 4.20. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon)
uygulanan Calu-1 hiicre hattinin canlilik yilizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz i¢inde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0.05) ifade etmektedir.
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VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinin 48 saatlik tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde
degerleri sirasiyla Cizelge 4.17 ve 4.18' de verildi. Ayrica, R. officinalis L.'in her iki
ekstresinin de sitotoksik/anti-proliferatif etkisinin gosterilmesinde énemli olan ICsy ve
ICqo degerleri, her iki hiicre hatt1 igin de SRB testinin 48 saatlik tedavi sonuglarina gore
belirlendi. R. officinalis L."in etanol ekstresinin; VCaP hiicre hatt1 i¢in ICsg dozu 160,70
pg/ml, Calu-1 hiicre hatti i¢cin 200 pg/ml olarak belirlendi. R. officinalis L.'in infuzyon
ekstresi uygulanan VCaP ve Calu-1 hiicrelerinde, doz artisina paralel olarak canlilik
oranlar diisiis gostermesine ragmen dnemli bir sitotoksik aktivite saptanamadi ve ICsp

degerleri >400 pg/ml olarak tespit edildi (Cizelge 4.19 ve 4.20).

Cizelge 4.17. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan \VCaP
hiicre hattinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (SRB testi)

DO0zIa 0 o
6,25 97,71 101,28

12,5 95,41 101,97

25 85,60 95,78

50 77,34 91,47

100 61,19 88,62

200 42,75 86,70

400 30,92 72,20

Cizelge 4.18. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1

hiicre hattinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde degerleri (SRB testi)

Dozla 0 €

6,25 105,95 102,59
12,5 106,16 109,62

25 97,62 104,87

50 92,54 104,32
100 86,81 100,86
200 51,56 86,54
400 15,56 61,40
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Cizelge 4.19. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP

hlcrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICgo degerleri (SRB testi)

I1Cso

160,70

>400

I1Cqo

>400

>400

Cizelge 4.20. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1

hlcrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICqp degerleri (SRB testi)

I1Cso

200

>400

ICq

>400

>400

4.2.3. 72 saatlik tedavi sonuclari

Hiicre hatlarina 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. bitkisinin infuzyon ve etanol
ekstrelerinin uygulanmasini takiben SRB canlilik testi ile elde edilen sonuglar sirasiyla
Sekil 4.21 ve 4.22'de gosterildi. R. officinalis L."'in etanol ekstresinin uygulandigi VCaP
ve Calu-1 hiicre hatlarinda konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdesinde
istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (p<0.05). R. officinalis L."in inflizyon
ekstresinin uygulandigt VCaP ve Calu-1 hiicre hatlarinda doza bagli olarak hiicre
oliimleri goriilmesine ragmen 6nemli bir sitotoksik aktivite tespit edilmedi. R. officinalis
L."Iin alkol ve inflizyon ekstreleri uygulanan VCaP ve Calu-1 hiicre soylarinin canlilik
yiizde degerleri sirasiyla Cizelge 4.21 ve 4.22'de, ICso ve ICgoy degerleri ise sirasiyla
Cizelge 4.23 ve 4.24'de gosterildi. Sonug olarak, R. officinalis L."In etanol ekstresinin
400 pg/ml konsantrasyonunun VCaP ve Calu-1 hiicre soylar iizerinde sitotoksik etki
gosterdigi gozlendi. Ayrica, VCaP hiicre soyunda 200 pg/ml konsantrasyonda da
sitotoksik aktivite belirlendi. R. officinalis L.'in etanol ekstresinin 400 pg/ml ve 200
ng/ml dozlarinin hiicre soylari tlizerine olan etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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SRB Canlilik Testi
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Sekil 4.21. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan VCaP hiicre hattinin canlilik ylizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)
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Sekil 4.22. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon)
uygulanan Calu-1 hiicre hattinin canlilik yiizdelerinin grafigi (Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir)

*ve 0 Ayni doz icinde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(p<0.05) ifade etmektedir.
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Cizelge 4.21. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP

hiicre hattinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik ylizde degerleri (SRB testi)

DO0zIa 0 o
6,25 96,97 99,93

12,5 94,70 101,24

25 85,95 95,73

50 74,31 88,53

100 56,82 88,02

200 33,88 86,09

400 16,18 77,07

Cizelge 4.22. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infuzyon) uygulanan Calu-1

hiicre hattinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik ylizde degerleri (SRB testi)

DO0zIa 0 o
6,25 99,48 103,76

12,5 100,51 105,94

25 94,75 101,99

50 85,43 96,52

100 76,12 94,52

200 64,26 90,16

400 9,05 51,62

R. officinalis L."in etanol ekstresinin; VCaP hiicre hatt1 i¢in IC5p dozu 129,73 pg/ml,
ICgq9 dozu >400 ug/ml; Calu-1 hiicre hatt1 igin ICsp degeri 251,65 pg/ml, 1Coy dozu
396,55 ug/ml olarak belirlendi. R. officinalis L.'in inflizyon ekstresi uygulanan VCaP ve
Calu-1 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik aktivite saptanamadi ve ICsp ve I1Cgqg degerleri

>400 ug/ml olarak tespit edildi (Cizelge 4.23 ve 4.24).
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Cizelge 4.23. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP
hlcrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICgo degerleri (SRB testi)

DO 0 AIKO € |
1Cs 129,73 >400
1Cq >400 >400

Cizelge 4.24. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infizyon) uygulanan Calu-1
hlcrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasindaki ICsy ve ICqp degerleri (SRB testi)

DO 0 AIKO e D
|C50 251,65 >400
ICqy 396,55 >400

4.3. XCELLigence Gergek Zamanh Hiicre Analizi Bulgular:

Rosmarinus officinalis L. bitkisinden elde edilen alkol ve infizyon ekstrelerinin \VCaP
ve Calu-1 hucrelerindeki etkisi, gercek zamanli sitotoksisite analiz sistemi kullanilarak
72 saat sure ile izlendi. VCaP hiicrelerinde; ila¢ uygulanmadan 6nce hiicre indeks degeri
5,0 iken, R. officinalis etanol ekstresinin uygulanmasindan sonra 2 ila 10 saat iginde en
yuksek konsantrasyon olan 2 konsantrasyonda (400 ug/ml ve 200 upg/ml) hicre
canliligmin diismeye basladigi ve etki siiresine bagli olarak ilerleyen saatlerde hiicre
indeksinin 0' a diistiigd, tim hiicrelerin 6ldiigii gozlendi. R. officinalis etanol ekstresinin
uygulanmasindan 15 saat sonra, 100 ug/ml'lik dozda hiicrelerin 6limayle birlikte hicre
indeks degerinin 2'ye diistiigii ve tedavi siliresi boyunca tiim hiicrelerin 6lmedigi
gozlendi. Bu bulgular 1s1ginda ilk 2 dozun (400 ug/ml ve 200 pg/ml) sitotoksik etkiye
neden oldugu belirlendi. R. officinalis L.in etanol ekstresinin en diisiik
konsantrasyonlarinda (50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 ug/ml ve 6,25 pg/ml) ilag uygulanan
hiicrelerin yasamlar1 XCELLigence sistemi ile yine 72 saat boyunca izlendiginde, hiicre
indeks degerlerinin kontrol hiicrelerine benzer sekilde seyrettigi, hiicrelerin iiremeye
devam ettigi ve bir siire sonra proliferasyonun durdugu gozlendi. Bu bulgular, VCaP

hiicrelerinde bu dozlarin sitostatik oldugunu diisiindiirse de zamanla kiiltiir ortamindaki
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besinlerin tliketilmesine bagli olarak hem kontrolde hem de bu konsantrasyonlarda (50
pug/ml; 25 pg/ml, 12,5 ug/ml ve 6,25 pg/ml) hiicrelerin 6liimii nedeniyle ¢ogalmanin
baskilandig1 gozlendi (Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25).
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Sekil 4.23. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin VCaP hiicrelerindeki 72 saat siireyle hiicre indeks degerleri

Gercek Zamanh xCELLigence Sisteminde Kullanilan Renk Anahtan

fseececes

400 200 25 125 615 Eontrol DMEM

Sekil 4.24. Gergek zamanli XCELLigence sisteminde kullanilan Rosmarinus officinalis
L. alkol ekstresinin konsantrasyonlarin farkli renklerde ve pg/ml birimi kullanilarak
gosterilmesi
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Sekil 4.25. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin uygulandigi VCaP hiicrelerinin 72. saatteki doz-yanit egrisi

VCaP hucrelerinde; R. officinalis infiizyon ekstresinin uygulanmasini takiben, ilk
saatlerde en yiiksek 3 konsantrasyonda (400 ug/ml, 200 pg/ml ve 100 ug/ml) hicre
indeks degerlerinin yiikseldigi ancak belli bir siire (10 - 40 saat) sonra hticrelerin
platoya ulastiklart ve canliliklarinin azalmaya basladig1 gézlendi. 400 pg/ml'lik dozda
hlcrelerin ~12. saatte platoya ulastiklar1 ve 60. saatte hiicre indeks degerinin 0'a diistiigii
gbzlendi. flag uygulanmadan énce hiicre indeks degeri 5,0 iken, 72 saatlik tedavi sonrasi
200 pg/ml'lik konsantrasyonda hiicre indeks degerinin 1,0'a diistiigii goriildii. Ayn1 etki
100 ug/ml konsantrasyonunda ise ~42 saat icerisinde gozlendi. Bu bulgular ile 400, 200
ve 100 pg/ml konsantrasyonlariin hiicrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi.
50 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda (25 ug/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 ug/ml) ilag
uygulanan hiicrelerin yasamlar1 xCELLigence sistemi ile 72 saat boyunca izlendiginde,
hiicre indeks degerleri grafiginin benzer ve kontrol hiicrelerine paralel sekilde seyrettigi
gozlendi. Dolayisiyla, 50 pg/ml ve daha diisiik ila¢ dozlarinin herhangi bir etkisinin
olmadig1 sonucuna varildi (Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28).
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Sekil 4.26. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresinin 6,25 - 400 ug/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin VCaP hiicrelerindeki 72 saat siireyle hiicre indeks degerleri

Gercek Zamanh xCELLigence Sisteminde Kullamilan Renk Anahtan

fcseececes

25 12,5 6.25 Kontrol DMEM

Sekil 4.27. Gergek zamanli xCELLigence sisteminde kullanilan Rosmarinus officinalis
L. inflizyon ekstresinin konsantrasyonlarin farkli renklerde ve pg/ml birimi kullanilarak
gosterilmesi
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Sekil 4.28. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin uygulandigi VCaP hiicrelerinin 72. saatteki doz-yanit egrisi

Calu-1 hiicrelerinde; ilag uygulanmadan once hiicre indeks degeri 3,0 iken, uygulamay1
takiben 2 saat icinde en yiksek konsantrasyon olan 2 konsantrasyonda (400 pug/ml ve
200 pg/ml) hiicre canliliginin diismeye bagladig1 ve etki siiresine bagh olarak ilerleyen
saatlerde hucre indeksinin; 400 ug/ml'lik dozda 0'a (tiim hiicrelerin 61diigii deger), 200
pg/mllik dozda ise 1,0 dustigi gozlendi. R. officinalis L. alkol ekstresinin
uygulanmasinin ardindan meydana gelen s6z konusu sitotoksik etkiler, 400 pg/ml'lik
konsantrasyonda 4. saat igerisinde gozlenirken, ayni etki 200 ug/ml'lik konsantrasyonda
6. saat icerisinde gergeklesti. Bu bulgular 1s18inda ilk 2 dozun (400 ve 200 ug/ml)
sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi. 100 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda
(50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 ug/ml ve 6,25 pg/ml) ilag uygulanan hiicrelerin yasamlari
xCELLigence sistemi ile 72 saat boyunca analiz edildiginde; hiicre indeks egrilerinin
benzer ve kontrol hiicrelerine paralel sekilde seyrettigi ve bu ilag dozlarinin sitotoksik
ya da sitostatik etkilerinin olmadig1 sonucuna varildi (Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil
4.31).
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Sekil 4.29. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin Calu-1 hiicrelerindeki 72 saat siireyle hiicre indeks degerleri

Gercek Zamanh xCELLigence Sisteminde Kullamlan Renk Anahtarn

eseececee

25 125 6.25 Kontrol Mc Coy's

Sekil 4.30. Gergek zamanli XCELLigence sisteminde kullanilan Rosmarinus officinalis
L. alkol ekstresinin konsantrasyonlarin farkli renklerde ve pg/ml birimi kullanilarak
gosterilmesi
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Sekil 4.31. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin uygulandigi Calu-1 hiicrelerinin 72. saatteki doz-yanit egrisi

Calu-1 hucrelerinde; R. officinalis L. inflizyon ekstresinin uygulanmadan 6nce hiicre
indeks degeri 3,0 iken, uygulama sonrasinda en yuksek konsantrasyon olan 400 ug/ml
konsantrasyonda hiicre canliliginin azaldig1 ve 24. saatte hiicre indeksinin 0'a diistiigi,
tim hiicrelerin oldiigii gozlendi. R. officinalis L. inflizyon ekstresinin 200 pg/ml
konsantrasyonunda ila¢g uygulanmasii takiben, ilk birka¢c saatte hicre indeks
degerlerinin ~ 4,0 degerine kadar yiikseldigi fakat kisa bir siire (4 saat) sonra hiicresel
canliligin azaldig1 ve hiicre indeks degerinin 1,6'ya diistiigi gozlendi. Bu sonuglara
dayanarak, 400 pg/ml ve 200 pg/ml dozlarimin sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi.
100 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda (50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 ug/ml, 6,25
pug/ml) ilag uygulanan hiicrelerin yasamlar1 xCELLigence sistemi ile 72 saat boyunca
izlendiginde; hiicre indeks degerleri grafiginin benzer sekilde seyrettigi, hiicrelerin
Uremeye devam ettigi ve bir siire sonra proliferasyonun durdugu gézlendi. Hem kontrol
hicrelerinde hem de bu konsantrasyonlarda (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5
pug/ml, 6,25 pg/ml), kiltir ortamindaki besinlerin tiiketilmesinden kaynaklanan
baskilanma saptandi (Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34).
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Sekil 4.32. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresinin 6,25 - 400 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin Calu-1 hiicrelerindeki 72 saat siireyle hiicre indeks degerleri

Gercek Zamanh xCELLigence Sisteminde Kullamilan Renk Anahtan

esesceces

25 12,5 6,25 Kontrol Mc Coy's

Sekil 4.33. Gergek zamanli xCELLigence sisteminde kullanilan Rosmarinus officinalis
L. inflizyon ekstresinin konsantrasyonlarin farkli renklerde ve pg/ml birimi kullanilarak
gosterilmesi
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Sekil 4.34. Rosmarinus officinalis L. inflizyon ekstresinin 6,25 - 400 ug/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin uygulandigi Calu-1 hicrelerinin 72. saatteki doz-yanit egrisi

Rosmarinus officinalis L. alkol ve infizyon ekstrelerinin VCaP ve Calu-1 hcreleri
Uzerindeki sitotoksik etkilerinin gdsterilmesinde 6nemli olan 1Csy (%50 inhibitor
konsantrasyonu) degerleri; 24, 48 ve 72 saatlik tedaviler i¢in sigmoidal doz-yanit egrisi
ile [Y = Bottom + (Top -Bottom) / (1 + 10~((Log IC50 - X) x HillSlope))] hesaplandi
(Cizelge 4.25 ve Cizelge 4.26).

Cizelge 4.25. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP
hiicrelerinin XCELLigence sonuglarina gore elde edilen ICsp degerleri

0 0 0 O
eda A
AIKO e |
24 172 211
48 101 187
72 54,8 96,4
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Cizelge 4.26. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infizyon) uygulanan Calu-1
hiicrelerinin XCELLigence sonuglarina gore elde edilen ICsp degerleri

0 0 0 O
eda A
AIKO e |
24 145 278
48 133 183
72 137 161

Bu calismada, Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinden elde edilen alkol ve
inflizyon ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin, hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla, WST-1 ve SRB sitotoksisite testleri uygulandi. Ayrica
hicrelerdeki sitotoksik aktivite, gergek zamanli sitotoksisite analiz ~sistemi
(XCELLigence RTCA) ile de dogrulandi. Bu baglamda, ¢alisma sonuglarindan elde
edilen 1Cs degerlerine gére uygulanan testler arasinda karsilastirma yapmak miimkiin
olmaktadir. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VCaP ve
Calu-1 hucreleri icin, WST-1, SRB ve XCELLigence testlerinden elde edilen 1Csg

sonuglar1 sirasiyla Cizelge 4.27 ve 4.28'de gosterilmistir.

Cizelge 4.27. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve inflizyon) uygulanan VVCaP
hicrelerinden elde edilen I1Csq sonuglarina gére yontemlerin kiyaslanmasi

VO Hicre Batt Al B iufiyon Blatres
Yontem / Tedavi Suresi 24 48 72 24 48 72
WST-1 Yontemi 355,12 | >400 | 230,66 | >400 | >400 | >400
SRB Yontemi 141,13 | 160,70 | 129,73 | >400 | >400 | >400
xCELL.igence 172 101 54,8 211 187 96,4
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Cizelge 4.28. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infiizyon) uygulanan Calu-1
hlcrelerinden elde edilen 1Cs sonuglarina gore yontemlerin kiyaslanmasi

Calurt Hiere Hatt S BTEL  ifigyon Elstes
Yontem / Tedavi Suresi 24 48 72 24 48 72
WST-1 Yontemi 235,47 | 280,34 | 259,34 | >400 | >400 | >400
SRB Yontemi >400 200 | 251,65 | >400 | >400 | >400
xCELL.igence 145 133 137 278 183 161

Bu ¢alismanin amaci, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin anti-proliferatif etkilerini,
prostat (VCaP) ve akciger (Calu-1) kanseri hiicre kiiltlirlerinde, hem es zamanl ve
siirekli veri sunan xCELLigence sistemi ile hem de kesikli olarak ii¢ farkli zaman
diliminde veri sunan WST-1 ve SRB yontemleri ile oOl¢iimlemek ve bulgular
karsilagtirmaktir. Bu baglamda yapilan g¢alismada, R. officinalis L. ekstrelerinin
uygulandigr VCaP ve Calu-1 hiicrelerinde, 24, 48 ve 72 saatlik tedaviler sonucunda elde
edilen ICsy degerlerinin 3 yontemde de birbirinden farkli oldugu bulunmustur. Bu
durum, yontemlerin kendi i¢inde hassasiyet, degiskenlik yilizdesi, kullanim kolayligi,

veri tutarlilig1 ve giivenirliligi bakimindan farklilasmasi olarak agiklanabilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢aligmada, prostat ve akciger kanseri hiicre hatlari (sirasiyla VCaP ve Calu-1)
uzerinde Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinin alkolll (etanollli) ve inflizyon
(su) ekstrelerinin  biliylimeyi baskilayici/sitostatik/sitotoksik —etkileri galisilmistir.
Calismalar neticesinde, etanol ekstresiyle muamelenin sitotoksik aktivite ile
sonuclandigr ancak inflizyon (su) ekstresinin sadece en yiiksek dozda ¢ok zayif
sitotoksisite gosterdigi bulunmustur. Literatiirde, Rosmarinus officinalis L. (biberiye)
ekstrelerinin bu hiicreler iizerinde kullanilmasi ile iligkili bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Bu agidan bakilacak olursa; bu calisma, soz konusu ekstrelerin daha Once iizerinde
calisilmadigr VCaP ve Calu-1 hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye yol agtigini gosteren ilk
calismadir. Bundan dolayi, bu ¢alismanin yeni bilgiler ile literatiire katki saglayacagi

Ongorulmektedir.

Kanser gilinlimiiziin en énemli saglik sorunlarindan biridir ve her yil milyonlarca insan
kanserden 6lmektedir. Ilag tedavilerine direng gelistirebilen ve bagisiklik sisteminden
kacabilen kanser hiicreleri, ayrica birgok faktor salgilayarak beslenmelerini ve
kontrolsiiz ¢ogalabilmelerini saglarlar. Bu da, tedavilerin nihai hedefine ulagsmasini
engellemektedir. Kanser tedavisinde bircok kemoterapi ilact veya molekiiler hedeflere
yonelik gelistirilmis ilaglar kullanilmakla beraber bu ilaglar heniiz beklenilen oranda
tedaviye cevap vermemektedir. Bu nedenle, glinimizde bilimsel tedavi yontemlerinin
yani sira, Ozellikle bitkisel veya diger dogal kaynakli {irtinlerin kullanildig1 tamamlayici
tedavi yontemleri de giderek onem kazanmaktadir (Epstein 2004 ve Sezgin 2010).

Son yillarda, tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri tizerinde
yapilan ¢alismalara ilgi giderek artmaktadir. Bunun baslica nedenleri; bitkilerin, yan
etkilerinin bulunmamasi ya da sentetik ilaglara gére yan etkilerinin az olmasi ve uzun
zamandir kullanildiklarindan bu yan etkilerinin iyi bilinmesi, sentetik ilaglarin pahali
olmas1 ve yoksulluk nedeniyle modern ilaglara erisim eksikligi vb. seklinde siralanabilir
(Kaya 2010). Geleneksel tip bilhassa Uzak Dogu iilkelerinde yaygindir. Diinya Saglik
Orglitiine gore, diinya nifusunun %65-80' gelismekte olan iilkelerde yasamakta ve
tedavilerinde geleneksel tiptan yararlanmaktadir (Sener 2010). Ancak geleneksel ilag
kesfi stirecinde bitkilerin dnemi azalmistir ve kapsamli bilimsel aragtirmalarin eksikligi

nedeniyle ¢ok az bitki klinik olarak onerilmektedir (Raskin ve ark. 2002). Diinya Saglik
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Orgiti'nin raporuna gore, diinya iizerinde tibbi amaglarla kullanilan yaklasik 70 000
bitkinin 21 000 kadari ilag sanayinde kullanilmaktadir (Kaya 2010).

Bu bilgilerden esinlenerek ¢alismamizda; Rosmarinus officinalis L."in, daha dnce olasi
etkilerinin ¢alisitilmadigt VCaP ve Calu-1 hicreleri Uzerindeki anti-proliferatif ve
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Bu baglamda, Rosmarinus officinalis L.'in ham etanol
ekstresi ve saf su ekstresi hazirland1 ve bu ekstrelerin, VCaP ve Calu-1 model hiicre
hatlar1 iizerindeki biiylimeyi baskilayici/sitostatik/sitotoksik etkileri degerlendirildi.
WST-1 canlilik testi sonuglarna gore; etanol ekstresinin, konsantrasyon artigsina bagl
olarak her iki hiicre hattinin da canlilik yiizdelerinde anlamli azalmalara neden oldugu
bulunmustur. WST-1 testi verileri ile elde edilen doza bagli canlilik grafigine gore,
etanol ekstresinin en ylksek iki dozunun (400 - 200 pg/ml) hicrelerde sitotoksik etkiye
neden oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira, etanol ekstresinin her iki hiicre hatti
Uzerindeki sitotoksik aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon periyodunda daha gucli
oldugu saptanmistir. Uygulanan WST-1 ve SRB canlilik testleri sonucunda, inflizyon
(su) ekstresinin, her iki hiicre ilizerinde de kayda deger bir sitotoksik etkisinin olmadigi
bulunmustur. Ancak, xCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analiz sistemi ile elde edilen
sonuclara gore; inflizyon ekstresinin en yiksek dozunun (400 pg/ml), hem VCaP hem
de Calu-1 hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden oldugu, 200 ug/ml’ lik 2. dozun ise her
iki hiicrenin de biiylimesini 6nemli dlglide baskiladig: tespit edilmistir. Elde edilen bu
bulgular, yapilan mikroskobik incelemelerle de uyum gostermektedir. Daha Once
yapilan ¢alismalarda, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin cesitli kanser hiicre hatlar
(akciger, karaciger, prostat, meme, 16semi, ovaryum, kolon vb.) lizerinde yiiksek oranda
sitotoksik aktivite sergiledigi bulunmustur (Cheung ve Tai 2007, Bai ve ark. 2010,
Yesil-Celiktas ve ark. 2010, Tai ve ark. 2012, Kontogianni ve ark. 2013).

Literattirde, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin 1Csy degerleri arasindaki farklilik,
ekstrelerin fitokimyasal profili ve biyolojik aktivitesi arasindaki iliskiye dayanarak
aciklanabilmektedir. Cheung ve Tai (2007) tarafindan yapilan bir calismada;
Rosmarinus officinalis L. bitkisinden elde edilen ham etanol ekstresinin (13,4 mg/ml
stok konsantrasyondaki), insan 16semi hiicre hatlar1 (HL-60 ve K-562) ve insan meme
kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-468) (zerindeki sitotoksik aktiviteleri

arastirilmistir. Rosmarinus officinalis L." in etanol ekstresinin, HL-60, K-562, MCF-7 ve
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MDA-MB-468 hiicre hatlar1 i¢in ICsy degerleri sirasiyla; 1/700 (19,1 pg/ml), 1/400
(33,5 pg/ml), 1/150 (89,3 pg/ml) ve 1/500 (26,8 pg/ml) diliisyonlarda tespit edilmistir.
Bagka bir ¢alismada, Rosmarinus officinalis L. etanol ekstresinin (100 mg/ml stok
konsantrasyondaki), A2780 (insan ovaryum Kkanseri) hiicre hatt1 Uzerindeki anti-
proliferatif etkisi arastirtlmis olup ICso degeri, 1/1000 (100 pg/ml) dilisyon olarak
belirlenmistir (Tai ve ark. 2012). Rosmarinus officinalis L. bitkisinden hekzan ve etil
asetat ¢ozlculeri ile elde edilen ekstrelerin, RINm5F (fare instlinoma m5F) hiicreleri
Uzerine olan sitotoksik aktiviteleri MTT yontemiyle ¢alisilmistir ve 1Csp degeri 35,6
pg/ml olarak belirlenmistir (Kontogianni ve ark. 2013). Yesil-Celiktas ve ark. (2010),
Rosmarinus officinalis L. yapraklarindan elde edilen ham metanol ekstrelerinin; NCI-
H82 (insan kiigiik hiicreli akciger karsinom hucreleri), DU-145 (insan prostat kanseri
karsinom hicreleri), PC-3 (insan prostat adenokarsinom hcreleri), Hep-3B (insan
karaciger hepatoseliiler karsinom hiicreleri), K-562 (insan kronik myeloid l6kemiya
hicreleri), MCF-7 (insan meme adenokarsinom hicreleri) ve MDA-MB-231 (insan
meme adenokarsinom hucreleri)'i kapsayan bir dizi kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik aktivitelerini MTT yontemiyle calismistir. Metanolik ekstre, farkli hiicre
hatlar1 karsisinda farkli etkiler gostermesine ragmen 12,5 ve 47,55 pg/ml arasinda

degisen nispeten diisiik ICso degerleri saptanmuigtir.

WST-1 yontemi ile elde ettigimiz bulgular 1s18inda; Rosmarinus officinalis L. etanol
ekstresinin, her iki hiicre hattinda da sitotoksik etkisinin daha yiiksek oldugu 72 saatlik
tedavi periyodunda hesaplanan ICsy degerleri; VCaP hiicreleri i¢in 230,66 pug/ml, Calu-
1 hicreleri icin ise 259,34 pg/ml olarak belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
belirlenen Rosmarinus officinalis L. ekstrelerine ait 1Cso degerleri ile kiyaslandiginda,
calismamizda kullandigimiz VCaP ve Calu-1 hiicrelerinde etanol ekstresi ile muamele
sonrasinda daha yiiksek ICsy degerleri saptanmustir. ICso degerleri arasindaki
degiskenlik, ekstraksiyon islemlerinde kullanilan ¢6ziiclilerin farkli olmasindan
kaynaklantyor olabilir. Cunkd, bitki tlrleri sahip olduklar: farkli aktif bilesenlerine bagl
olarak farkli biyolojik aktiviteler sergileyebilir. Bu nedenle; metanol, etanol, aseton, etil
asetat, hekzan, kloroform, su gibi ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstrelerin aktiviteleri

arasinda degiskenlik gozlenebilir.

117



Calismamizda uygulanan WST-1 testinde, Rosmarinus officinalis L. inflizyon
ekstresinin VCaP ve Calu-1 hicreleri (zerinde sitotoksik etkisi belirlenememistir ve
ICs50 degerleri, her iki hiicre i¢in de 400 pg/ml' den biiyiikk bulunmustur. Valdes ve
ark.'mmn (2013) calismasi, infuzyon eckstresi igin elde ettigimiz bu sonug ile uyum
gostermektedir. Bu arastirmacilar, Rosmarinus officinalis L. bitkisinden farkli ¢oziiciiler
(su ve etanol) ile hazirlanan ekstrelerin, kolon kanseri hiicre hatlar1 (HT29 ve SW480)
Uzerindeki anti-proliferatif etkilerini MTT testiyle degerlendirmis olup 48 saatlik tedavi
sonrasinda etanol ekstresinin her iki hiicrenin de proliferasyonunu azaltti§1 ancak su
ekstresinin bu hiicreler iizerinde sitotoksik bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Valdes
ve ark. 2013). Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, bizim ¢alismamizi biiyiik ol¢lide

desteklemektedir.

Caligmalar arasinda gozlemlenen ICsq farkliliklari, bitkilerin yetistikleri lokasyondaki
ve sahip olduklar1 fitokimyasal profildeki farkliliklardan da kaynaklanabilir. Yesil-
Celiktas ve ark. (2010), Tiirkiye'nin 3 farkli bolgesinden (Canakkale, Mersin, izmir)
topladiklar1 Rosmarinus officinalis L. yapraklarmi iki farkli ekstraksiyon yontemi
(Soxhlet cihazi kullanilarak metanol ekstraksiyonu ve siiperkritik CO, ekstraksiyonu)
ile ekstre ederek bu ekstrelerin insan kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerini
aragtirmistir. Calisma sonucunda, stiperkritik CO, ekstrelerinin Soxhlet ekstrelerine
kiyasla daha giiclii anti-proliferatif etkiler gosterdigi ve Mersin' den toplanan R.
officinalis L. bitkisinden elde edilen ekstrelerinin en yuksek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Ayni calismada, Mersin ilinden toplanan bitkinin ekstrelerinin
karnosol ve karnosik asit gibi fenolik bilesikler bakimindan daha zengin oldugu
saptanmigtir. R. officinalis L. ekstrelerinin fitokimyasal kompozisyonlarindaki
farkliliklarin HT29 and SW480 hiicrelerinin sitotoksik aktivitesi Uzerindeki etkilerinin
arastirildigr baska bir g¢alismada, karnosol ve karnosik asit bakimindan zengin
ekstrelerin, rosmarinik asit bakimindan zengin ekstrelere gore daha sitotoksik oldugu

tespit edilmistir (Valdes ve ark. 2013).

WST-1 canlilik testinden alinan sonuglar1 teyit etmek amaciyla baska bir canlilik testi
olan SRB yontemi c¢alisilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik muameleler sonucunda; R.
officinalis L. ekstresinin, dozdaki artisa bagimli olarak VCaP ve Calu-1 hiicrelerinin

selliiler protein miktarinda azalmalara neden oldugu ve hiicresel 6liimiin tedavi siiresi
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ile dogrusal bir artis gosterdigi belirlenmistir (En giiclii sitotoksik aktivite, 72 saatlik
inkiibasyon periyodunda gézlenmistir). Bu yontem esas alinarak etanol ekstresi i¢in, her
iki hiicre hattinda da sitotoksik etkinin en yiiksek oldugu 72 saatlik tedavi periyodunda
hesaplanan 1Csy degerleri; VCaP hiicrelerinde 129,73 pg/ml, Calu-1 hiicrelerinde ise
251,65 pg/ml' dir. WST-1 canlilik testinde hiicre canliligi iizerine olan etki,
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi miktarina gore belirlenirken, SRB testinde
toplam selliiler protein miktarina gore belirlenmektedir. Her iki canlilik testi de
hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi gostermesine ragmen, elde edilen sonuclar birbirinden
farkl: olabilmektedir. Ozellikle, SRB testiyle belirlenen I1Cs degerleri WST-1 testiyle
belirlenen degerlere kiyasla belirgin sekilde diisiiktiir. Toplam protein miktarindaki
azalmaya bagl olarak gozlenen hiicre canliligindaki diistisiin WST-1 testi sonuglarinda
gozlenenden daha fazla olmasi, hiicrelerin 6liiyor olmasina ragmen halen mitokondriyal
dehidrogenaz igerigini devam ettirdigini gdstermektedir. Bu farklilik kullanilan ilacin
etki mekanizmasina bagl olarak (6rnegin; enerji kaynaklari, sinyal molekilleri, DNA)
degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). WST-1 6ncesi ve sonrast Gekilen faz-kontrast
mikroskop goéruntuleri ile de hiicre canliligindaki doza artisina bagli azalma

desteklenmistir.

Calismanin bir sonraki kisminda, Rosmarinus officinalis L.'in etanol ve inflizyon
ekstrelerinin etkisini daha detayl1 inceleyebilmek i¢in ger¢ek zamanli sitotoksisite analiz
sistemi kullanilmistir. XCELLigence sistemi hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin hizli
bir sekilde belirlenmesinde kullanilan yeni ve giincel bir yontemdir (Urcan ve ark.
2010). Her iki hiicre hattinda da ila¢ uygulanmasini takiben hiicrelerin yasamlari
XCELLigence sistemi ile 72 saat boyunca izlendiginde, en yiksek konsantrasyonlarda
hiicre indeks degerinin giderek artan saatlerde 0'a diistiigliniin gozlenmesi (tUm
hiicrelerin 6ldiigii deger), bu konsantrasyonlarin sitotoksik etkiye neden oldugunu
gostermistir. R. officinalis L. etanol ekstresinin uygulandigi VCaP hiicrelerinde 400 ve
200 pg/ml'lik ilag dozlar1, Calu-1 hiicrelerinde ise 400 pug/ml'lik ilag dozu, hiicre indeks
degerinin 0'a diigmesine yani tiim hiicrelerin 6lmesine neden olmustur. Bu durumdan
yola ¢ikarak; R. officinalis L. etanol ekstresinin bu dozlarinin, sdz konusu hiicreler
uzerinde %100 sitotoksik oldugu sdylenebilmektedir. Zamana bagl hiicre indeks grafigi
detayli olarak incelendiginde; R. officinalis L. etanol ekstresinin 100 ve 50 pg/ml'lik
dozlarinda ve tedavi siresinin sirasiyla ~28. ve ~46. saatlerinde (100 ve 50 pg/ml
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dozlar1 igin), VCaP hiicrelerinin ¢ogalmalarinin durdugu ve proliferasyonun giderek
azaldig1 fakat tedavi siiresi boyunca hiicre indeks degerinin 0'a ulasmadig1 gozlenmistir.
Bu sonuca dayanarak; R. officinalis L. etanol ekstresinin 100 ve 50 pg/ml'lik dozlarinin,
VCaP hiicreleri iizerinde zayif sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilmektedir.
R. officinalis L. etanol ekstresinin uygulandigi Calu-1 hiicrelerinde 200 pug/ml'lik ilag
konsantrasyonu, ~6 saat icerisinde hiicre indeks degerinin hizli bir sekilde azalmasina
neden olmustur. Fakat, tedavi siiresinin sonuna dek hiicre indeks degerinin 0'a
ulagsmadig1 gozlenmistir. Bu durum; 200 pg/ml'lik etanol ekstresinin, Calu-1 hucreleri
uzerinde %100 sitotoksik etki gostermedigi anlamina gelmektedir. R. officinalis L.
etanol ekstresinin daha diisiik konsantrasyonlarinda (VCaP: 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve
6,25 pg/ml; Calu-1: 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml) ise,
hiicre indeks degerleri grafiginin benzer ve kontrol hiicrelerine paralel sekilde seyrettigi
gozlenmistir. Bu durum, diisik konsantrasyonlarin, her iki hiicre hatt1 Uzerinde de
sitotoksik aktivitesinin olmadigini gostermistir. Ancak, zamanin ilerlemesi ile kiltur
ortamindaki besin 6gelerinin yetersizligine bagli olarak hem diisiik konsantrasyonlu ilag

uygulanan hticrelerin hem de kontrol hiicrelerinin gogalmalarinin durdugu gozlenmistir.

R. officinalis L. infiizyon ekstresinin uygulandigi VCaP ve Calu-1 hucrelerinin zamana
bagl hiicre indeks degerlerini gosteren grafikler incelendiginde; inflizyon ekstresinin en
yuksek konsantrasyonunda (400 pg/ml), hem VVCaP hem de Calu-1 hiicreleri icin hicre
indeks degerlerinin ilerleyen saatlerde 0'a diistiigii gézlenmistir. Bu sonug, inflizyon
ekstresinin 400 pg/ml'lik konsantrasyonunda hem VCaP hem de Calu-1 hicrelerin
timinln o6ldigint ve bu konsantrasyonun her iki hiicre tzerinde de %100 sitotoksik
etkiye neden oldugunu gostermistir. VCaP hiicrelerinde; R. officinalis L. inflizyon
ekstresinin uygulanmasimi takiben, ilk saatlerde 200 pg/ml ve 100 pg/ml'lik
konsantrasyonlarda hiicre indeks degerlerinin yiikseldigi ve ekstre dozlarinin
uygulanmasindan belli bir siire (sirasiyla 20 ve 25 saat) sonra VCaP hiicre canliliginin
azalmaya basladig1 gozlendi. Bu dozlarla tedavi siiresi boyunca, VCaP hiicre hattinin
hiicre indeks degerleri 0'a ulagsmamasina ragmen infiizyon ekstresinin 200 pg/ml ve 100
pg/ml'lik dozlarinin, VCaP hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi ve bu hiicreler tizerinde
zayif bir sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilmektedir. Benzer bir sitotoksik aktivite, R.
officinalis L. infuzyon ekstresinin 200 pg/ml'lik dozda uygulandigi Calu-1 hticrelerinde

de gorilmistiir. R. officinalis L. inflizyon ekstresinin uygulanmasinin ardindan ilk
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birka¢ saat icinde Calu-1 hiicre proliferasyonun devam ettigi ve ilerleyen saatlerde
hiicre indeks degerinin giderek azaldig: tespit edilmistir. Bu baglamda; 200 pg/ml'lik
infuzyon ekstresinin, Calu-1 hicrelerinin ¢ogalmasini1 biiyiik 6l¢iide engelledigi
sonucuna ulasilabilmektedir. R. officinalis L. inflzyon ekstresinin daha diisiik
konsantrasyonlarinda (VCaP: 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml; Calu-1:
100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml) ise, hiicre indeks degerleri
grafiginin benzer ve kontrol hiicrelerine paralel sekilde seyrettigi gozlenmistir. Bu
durum, infiizyon ekstresinin diisiik konsantrasyonlarinin, her iki hiicre hatt1 izerinde de
sitotoksik aktivitesinin olmadigin1 gostermektedir. Alinan sonuglar, Rosmarinus
officinalis L. bitkisinden elde edilen ekstrelerin sadece ylksek dozlarda, VCaP ve
Calu-1 hicreleri Uzerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu bu ydntemle
desteklemistir. Daha 6nce bu hiicrelerle yapilan bir ¢alisma olmamasi ¢alismamizin

literatiire yeni ve degerli bilgiler getirecegini gdstermektedir.

Bu c¢alismanin amaci, iilkemizde dogal olarak yetisen bir bitki olan Rosmarinus
officinalis L. bitkisinden elde edilen alkol ve inflizyon ekstrelerinin, prostat ve akciger
kanseri hiicre soylar1 (VCaP, Calu-1) lizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmaktir.
Calismada; ekstrelerin VCaP ve Calu-1 hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerini analiz
etmek icin 3 farkli yontem (WST-1, SRB ve XCELLigence) kullanilmistir. Bu
yontemlerden elde edilen sonuglara dayanarak, uygulanan testleri duyarliliklar
acisindan karsilagtirmak miimkiindiir. WST-1 testi hicrelerin metabolik aktivitesine,
SRB testi ise hiicrelerdeki toplam protein miktarina dayali kolorimetrik yontemlerdir.
Bu geleneksel yodntemler proliferasyon 6lcimi  prosediriini  genis  olglide
kolaylagtirmistir. Ancak; mevcut geleneksel testler, etken madde ile tedavi sonrasinda
olusan belirli spesifik degisiklikleri sadece ortaya ¢ikarmaktadir. Bundan dolayi,
geleneksel hiicre proliferasyon ve sitotoksisite testlerini kullanarak farkli hiicresel
cevaplarin 6l¢timii oldukga zordur. Bu nedenle, R. officinalis L. ekstrelerinin VCaP ve
Calu-1 hiicreleri tizerindeki etkilerini genis kapsamli olarak degerlendirebilmek
amaciyla WST-1 ve SRB testlerine ek olarak, ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi olan
xCELLigence cihazi da kullanilmistir. XCELLigence sistemi, canli hiicrelerin yapisma

kuvvetini 6lcen mikroelektronik bir biyo-sensordir (Moodley ve ark. 2011).
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R. officinalis L. ekstrelerinin VCaP ve Calu-1 hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada, uygulanan 3 yontemle de elde edilen ICs
degerleri farklilik gostermistir. Ozellikle, xCELLigence gercek zamanl hiicre analiz
sistemi ile belirlenen ICsy degerleri, diger iki kolorimetrik test (WST-1 ve SRB) ile
belirlenen 1Csp degerlerine kiyasla belirgin olarak disiiktiir (rakamsal agidan
degerlendirildiginde). Ayrica, R. officinalis L. inflizyon ekstresinin her iki hilcre soyu
uzerindeki sitotoksik etkisi, WST-1 ve SRB testleriyle belirlenememistir (ICsq: >400).
Bu ekstrenin her iki hicre tzerindeki sitotoksik etkisi, 72 saat boyunca XCELLigence
sistemi ile ger¢ek zamanli olarak izlendiginde ise; inflizyon ekstresinin yuksek
dozlarinda hiicresel 6liimlerin oldugu gozlenmistir (VCaP ICsy: 96,4; Calu-1 ICsp: 161).
Calismadan elde edilen bu sonuca dayanarak; sitotoksik ajanlarin hiicre kilturlerindeki
etkilerini es zamanli ve dinamik olarak izlemede, XCELLigence sisteminin tercih

edilebilir ve hassas bir yontem oldugu soylenebilmektedir.

XCELLigence sistemi, hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite gibi
hiicresel siireglerin gercek zamanli olarak izlenmesi i¢in uygun bir test formatidir
(Moodley ve ark. 2011). Klasik sitotoksisite testleri ile kiyaslandiginda, XCELLigence
sisteminin pek c¢ok dstiinligii bulunmaktadir. XCELLigence sisteminde tim deney
boyunca htcresel durumun kontrol edilmesi, hiicre ¢ogalmasi, morfolojik degisiklikler
ve hiicre dliimleri hakkinda strekli bilgi saglamaktadir. Bunun yani sira; gergek zamanl
hiicre analiz sistemi, zamana bagli olarak ICsy degerlerinin hesaplanmasini
saglamaktadir. Bu 6zellik, Klasik sitotoksisite testlerinin tek bir 1Csy degerinden daha
tatmin edici bilgiler sunmaktadir. Geleneksel hicre tabanli testlerin aksine, hicre
yapismasi, yayilmasi, proliferasyonu ve o6liimii gibi hiicresel cevaplarin bu sistem ile
gercek zamanli olarak takip edilmesi, in vitro testlerde hiicre konsantrasyonunun
optimize edilmesine yardimci olmaktadir. Ayrica, xCELLigence sistemi deney Oncesi
elde edilen hiicre ve test sartlarinin tiim deney boyunca stabil kalmasini da
saglamaktadir. XCELLigence sisteminin diger testlerden en 6nemli Ustiinligii, canli
hiicrelerin bir bilesige karsi verdikleri tepkilerin gercek zamanli (real-time) olarak
g6zlemlenebilmesidir. Boyle bir durum, WST-1 ve SRB gibi canlilik testlerinde
imkansizdir (Oztiirk ve ark. 2011).
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Calismada, R. officinalis L. alkol ekstresinin uygulandigi Calu-1 hicrelerinden
XCELLigence sistemiyle elde edilen 1Csy degerleri incelendiginde; 72. saatteki 1Cs
degerinin, 48. saatteki ICso degerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum,
alkol ekstresinin hucreler Uzerindeki toksik etkisine bagli olarak hiicre hacimlerinin
artmasindan ve empedans Olgimi sonucunda daha yiiksek hiicre indeks degerlerinin
elde edilmesinden kaynaklanmaktadir. Xing ve ark. (2005) tarafindan bildirildigine
gore, toksisite hiicrelerin yayilmasina ya da kiimelenmesine neden olabilmektedir. Bu
durum, hiicre ve elektrotlarin daha genis alanda temas kurmasina neden olur ve nihai
olarak hiicre indeks degerinde bir artisa yol agar. Calismamizda, canlilik testlerinden
elde edilen sonuglar teyit etmek igin faz-kontrast mikroskobunda yapilan incelemeler

de bu sonucu dogrulamaktadir.

Bu calismada ulasilan sonuglara dayanarak, tek bir in vitro testin, ilag uygulamasina
cevap olarak olusan hiicresel degisimlerin yalnizca bir yoniinii yansittigir ve bu nedenle
bir bilesigin canli hiicreler Gzerindeki sitotoksik etkisinin teyit edilmesi icin ikinci bir
canlilik testinin uygulanmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica; hucrelerde
meydana gelen ilag kaynakli sitopatolojik degisiklikleri, mikroskop gibi farkli bir

teknoloji ile teyit etmek sonuglarin giivenirligi agisindan énemlidir.

Bu tez galismasinda kullanilan Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisi, halk tibbinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki, dahilen; ¢ay veya c¢ay karisimlar1 halinde ditretik
(idrar soktiriicl) ve safra arttirict olarak, ayrica sindirim sistemi rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir. Dolagim sistemi rahatsizliklarinda ve romatizmal hastaliklarda ise
haricen, banyo seklinde tatbik edilerek kullanimi yaygindir (Haksel 2013). R. officinalis
L. (biberiye) bitkisinin gegmisten giiniimiize dek geleneksel tedavilerde yaygin olarak
kullanilmasi, son zamanlarda bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmistir ve bitkiden elde
edilecek dogal bilesiklerin anti-kanser ilaglar olarak kullanilmasi iizerine bir¢ok ¢alisma

yapilmustir.

R. officinalis L. bitkisinden izole edilen ekstrelerin farkli kanser hiicre soylari
tizerindeki sitotoksik etkisinin arastirildigi literatiir ¢calismalarindan elde edilen ICsg
degerleri, bu ¢alismadan elde edilen ICsy degerlerine kiyasla belirgin olarak diistiktiir.
ICso degerleri arasindaki farkliliklar; ekstraksiyonda kullanilan ¢ozlculerin tirine,

kanser hiicre soylarmin gosterdigi dirence, bitkinin yetistigi habitatin 6zelligine baglh
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olabilmektedir. Biberiye bitkisinde gozlemlenen bu sitotoksik etki farkliliklari,
ekstrelerinin  fitokimyasal profilindeki farkliliklardan da kaynaklanabilmektedir.
Literatiirde, biberiye ekstresinde bulunan temel bilesiklerin (karnosol, karnosik asit,
rosmarinik asit, ursolik asit ve betulinik asit gibi) tek basina farkli kanser hucreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin arastirildigr pek cok calisma yer almaktadir. Karnosik
asit ve karnosol, biberiye bitkisinin taze veya kurutulmus yapraklarinda bulunan birincil
fenolik bilesenlerdir ve pek ¢ok raporda bu bilesiklerin, biberiyenin sitotoksik, anti-
proliferatif, antioksidan ve anti-enflamatuar aktivitelerinden sorumlu oldugu
belirlenmigtir. Biberiye bitkisinde bulunan diger temel bilesik ise rosmarinik asittir.
Rosmarinik asidin; antioksidan, astrenjan (kanama durdurucu), anti-enflamatuar, anti-
mikrobiyal, anti-anjiyogenik, anti-viral, anti-romatizmal, anti-alerjik, anti-depresan,
anti-diyabetik ve anti-tiimor gibi bir dizi aktivitesinin bulundugu pek ¢ok arastirma ile
ortaya konulmasina ragmen rosmarinik asidin kanser hiicreleri tzerindeki sitotoksik

etkileri tatmin edici degildir.

Yesil-Celiktas ve ark. (2010) tarafindan, R. officinalis L.'in aktif bilesikleri olan
karnosik ve rosmarinik asidin, ¢esitli kanser hiicreleri karsisindaki anti-proliferatif
etkilerinin arastirildig1 ¢alismada, karnosik asidin 6,25 pg/ml'lik konsantrasyonda giiglii
sitotoksik etki gosterdigi fakat rosmarinik asidin uygulanan dozlarda (100-6,25 pg/ml)
hichir anti-proliferatif etki gostermedigi bulunmustur. Benzer bir ¢alismada;
karnosoliin, karnosik asidin ve rosmarinik asidin insan ovaryum kanseri hiicre hatti
(A2780) Uzerindeki anti-proliferatif etkileri arastirilmistir. Calismada, karnosik asidin
ve karnosoliin sirasiyla 7,5 pg/ml ve 10 pg/ml ICso degerleri ile hucrelerin gogalmasini
biiyiikk Olglide baskiladigi, rosmarinik asidin ise 0nemli bir sitotoksik aktivitesinin
bulunmadigi belirlenmistir (Cheung ve ark. 2012). R. officinalis L. bitkisinden elde
edilen ekstrenin fitokimyasal kompozisyonunun ve bitkinin anti-proliferatif etkisi ile
olan iliskisinin arastirildigi bir baska calismada, biberiye ekstresinde gdzlenen gicli
sitotoksik etki, karnosik asidin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasina dayandirilmistir
(Kontogianni  ve ark. 2013). Daha 0Once yapilan ¢aligmalarin 1s18inda
degerlendirildiginde; bu calismada kullanilan R. officinalis L. ekstrelerinin sitotoksik
aktivitesinde gozlenen farkliliklar, biiyiik olasilikla bitkinin temel bilesenlerindeki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu baglamda, Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin
fitokimyasal iceriklerinin analiz edilmesi ve ekstrelerdeki birincil sitotoksik bilesenlerin
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(karnosol ve karnosik asit gibi) kanser hucreleri Gzerindeki anti-proliferatif etkilerinin
ekstreden bagimsiz olarak degerlendirilmesi i¢in ileri bir ¢alismanin yapilmasi gerektigi

sonucuna ulagilmistir.

Bu in vitro ¢alisma sonucunda; iilkemizde dogal olarak yetisen Rosmarinus officinalis
L. (biberiye) bitkisinden elde edilen ekstrelerin insan kanser hiicre hatlar1 (VCaP ve
Calu-1) tizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir. Rosmarinus officinalis L.
ekstrelerinin ilk defa bu hiicre hatlar1 {izerinde galisilmasiyla literatir bilgisine katkida
bulunuldugu diisiiniilmektedir. Bu calismanin sonuglarindan yola ¢ikarak, kullanilan
ekstrelerin kanser tedavisindeki biiylime baskilayici etkisinin incelenecegi bir sonraki
basamagin, esansiyel yaglarin izolasyonu ve etken maddelerin arastirilmasi oldugu

sonucuna varilmistir.

125



KAYNAKLAR DiZiNi

Abe, F., Yamauchi, T., Nagao, T., Kinjo, J., Okabe H., Higo H., Akahane H. 2002.
Ursolic acid as a trypanocidal constituent in Rosemary. Biol. Pharm. Bull., 25: 1485-
1487.

Aguilar, F., Autrup, H., Barlow, S., Cas- tle, L., Crebelli, R., Dekrant, W. ve ark.
2008. Use of rosemary extracts as a food additive — scientific opinion of the panel on
food additives, flavour- ings, processing aids and materials in contact with food. EFSA
J., 721: 1-29.

Akiba, S., Hirayama, T. 1990. Cigarette smoking and cancer mortality risk in Japanese
men and women results from reanalysis of the six-prefecture cohort study data. Environ
Health Perspect, 87: 19-26.

Akkoglu, A 2006. Akciger  kanserleri. Tirk  Toraks  Dernegi.
http://www.toraks.org.tr/SunuMerkezi/?s=3A2E22585A3B5858573D563F365E56
(Erigim tarihi: 31.05.2014).

Akkoglu, A. 2013. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi. Ulusal Akciger Kanseri Kongresi,
13-17 Mart 2013, Kapadokya, Nevsehir.

Akman, Y., Glney, K. 2006. Bitki Biyolojisi Botanik. Palme Yayincilik, Ankara, 775s.
Alberg, A.J., Samet, J.M. 2003. Epidemiology of lung cancer. Chest, 123: 21-49.

Albu, S., Joyce, E., Paniwnyk, L., Lorimer, J.P., Mason, T.J. 2004. Potential for the
use of Ultrasound in the Extraction of Antioxidants from Rosmarinus officinalis for the
Food and Pharmaceutical Industry. Ultrasonic Sonochemistry, 11: 261.

Alexandrov, K., Rojas, M., Rolando, C. 2006. DNA Damage by Benzo(a)pyrene in
Human Cells Is Increased by Cigarette Smoke and Decreased by a Filter Containing
Rosemary Extract, Which Lowers Free Radicals. Cancer Res., 66 (24): 11938-11945.

Aliustaoglu, M., 2009. Temel Kanser Fizyopatolojisi. http://www.klinikgelisim.org.tr/
eskisayi/kg22_3/8.pdf (Erisim tarihi: 19.05.2014).

Al-Sereiti, M.R., Abu-Amer, K.M., Sen, P. 1999. Pharmacology of Rosemary
(Rosmarinus officinalis Linné) and its Therapeutic Potentials. Indian J. Exp. Biol., 37
(2): 124.

Altinier, G., Sosa, S., Aquino, R.P., Mencherini, T., Loggia, R.D., Tubaro, A. 2007.
Characterizationof topical anti-inflammatory compounds in Rosmarinus officinalis L.. J.
Agricult. Food Chem., 55 (5): 1718-1723.

126



Angelini, L.G., Carpanese, G., Cioni, P.L., Morelli, T., Macchia, M., Flamini, G.
2003. Essential oils from Mediterranean lamiaceae as weed germination inhibitors. J
Agric Food Chem., 51: 6158-6164.

Angioni, A., Barra, A., Cereti, E., Barile, D., Coisson, J.D., Arlorio, M., Dessi, S.,
Coroneo, V., Cabras, P. 2004. Chemical composition, plant genetic differences,
antimicrobial and antifungal activity investigation of the essential oil of Rosmarinus
officinalis L.. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 52 (11): 3530-3535.

Angle, A. 2011. What is cancer?. http://www.cancervic.org.au/about-cancer/what_
is_cancer (Erisim tarihi: 19.05.2014).

Anonim, 1987. Ulkemizdeki Bazi Orman Tali Uriinlerinin Teshis ve Tanitim Kilavuzu.
Tarim Orman ve Koy Isleri Bakanligi, Ankara.

Anonim, 2002-b. Rosemary. http://newcrop.hot.purdue.edu/newcrop/med-aro/
factsheets/ROSEMARY .html (Erigim tarihi: 01.06.2014).

Anonim, 2004. Rosmarinus officinalis. Dave' s Garden, http://davesgarden.com/guides/
pf/showimage/60079/ (Erisim tarihi: 07.06.2014).

Anonim, 2008. Apoptosis, Cytotoxicity and Cell Proliferation. Roche Diagnostics
GmbH, Germany.

Anonim, 2009. Tirkiye'de Kanser Kayitgiligi.  http://kanser.gov.tr/daire-
faaliyetleri/kanser-kayitciligi/108-t%C3%BCrkiyede-kanser-kayitcigi.html (Erigim
tarihi: 29.05.2014).

Anonim, 2010. Cell Culture Basics Companion Handbook.
http://www.lifetechnologies.com/tr/en/home/references/gibco-cell-culture  basics.html
(Erisim tarihi: 28.09.2013).

Anonim, 2011. Hemocytometer (Counting of cells). http://amrita.vlab.co.in/index.
php?sub=3&brch=188&sim=336&cnt=1 (Erisim tarihi: 03.05.2014).

Anonim, 2012a. Study Finds Prostate Cancer Increasing in Most Countries.
www.iarc.fr/en/media-centre/pr/.../pr209 E.pd (Erisim tarihi: 27.05.2014)

Anonim, 2012b. CytoScan™ SRB Cell Cytotoxicity Assay. G-Biosciences, USA.

Anonim, 2012c. xCELLigence System.http://www.roche-applied-science.com/sis/
xcelligence/ezhome.html (Erisim tarihi: 10.06.2014).

Anonim, 2013a. Prostate cancer. http://www.cancer.org/cancer/prostatecancer/
detailedguide/prostate-cancer-what-is-prostate-cancer (Erisim tarihi: 27.05.2013).

Anonim, 2013b. Prostat Kanseri. http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/52-prostat-
kanseri.html (Erigim tarihi: 27.05.2014).

127


http://www.roche-applied-science.com/sis/xcelligence/ezhome.html
http://www.roche-applied-science.com/sis/xcelligence/ezhome.html

Anonim, 2013c. Study Finds Prostate Cancer Increasing in Most Countries.
wwwe.iarc.fr/en/media-centre/pr/.../pr209 E.pd (Erisim tarihi: 27.05.2014).

Anonim, 2013d. Dinyada prostat kanseri. http://www.prostatkanseridernegi.org/
prostat-kanseri/dunyada-prostat-kanseri (Erisim tarihi: 28.05.2014).

Anonim, 2013e. Biberiye (Rosmarinus officinalis). web.ogm.gov.tr/birimler/merkez/
odundisiurun/.../BIBERIYE_X.pdf (Erisim tarihi: 20.09.2013).

Anonim, 2014a. What Is Cancer?. http://www.cancer.gov/cancertopics/cancerlibrary/
what-is-cancer (Erisim tarihi: 17.04.2014).

Anonim, 2014b Cancer Basics. http://www.cancer.org/cancer/cancerbasics (Erisim
tarihi: 19.02.2014).

Anonim, 2014c. Akciger kanseri. http://tr.wikipedia.org/wiki/Akci%C4%9Fer_kanseri
(Erisim tarihi: 30.05.2014).

Anonim, 2014d. Cancer. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en (Erisim
tarihi: 18.02.2014).

Anonim, 2014e. Rosmarinus. http://en.wikipedia.org/wiki/Rosmarinus (Erisim tarihi:
06.06.2014).

Antonarakis, E.S., Carducci, M.A., Eisenberger, M.A., 2010. Novel targeted
therapeutics for metastatic castration-resistant prostate cancer. Cancer Letters, 291: 1-
13.

An, E., Uysal, F., Cmar, N., Kaya, N., Cmar, A., Bayir, A., 2013. Biberiye
(Rosmarinus officinalis L.). Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Mudirliigi,
http://www.batem.gov.tr/urunler/sus_ve_tibbi/tibbi/tibbi_bitkler.htm  (Erisim tarihi:
17.04.2014).

Anc, D. S., 2001. Karsinogenezis. tipedu.cumhuriyet.edu.tr/Donema3/.../Patoloji/
karsinogenezis.doc (Erisim tarihi: 14.02.2014).

Aruoma, O.1., Halliwell, B., Aeschbach, R., Loligers, J. 1992. Antioxidant and pro-
oxidant properties of active Rosemary constituents: carnosol, and carnosic acid.
Xenobiotica, 22: 257-268.

Attanoos, R L. 2010. Asbestos-Related Lung Disease. Surgical Pathology Clinics, 3
(1): 109-127.

ATCC, 2014. Calu-1. https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-54.aspx
(Erisim tarihi: 09.06.2014).

ATCC, 2014. VCaP. https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-2876.aspx
(Erisim tarihi: 09.06.2014).

128


http://www.cancer.org/Cancer/CancerBasics/index

Aysel, M.B., 2008. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve mercankdsk (Origanum
onites L.) bitkilerindeki antioksidan aktivite potansiyellerinin arastirilmasi. Yuksek
Lisans Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim
Dal1, Ankara.

Bai, N., He, K., Roller, M., Lai, C.S., Shao, X., Pan, M.H., Ho, C.T. 2010.
Flavonoids and phenolic compounds from Rosmarinus officinalis. J Agric. Food Chem.,
58: 5363-5367.

Baratta, M.T., Dorman, H.J.D., Deans, S.G., Biondi, D.M., Ruberto, G. 1998a.
Chemical composition, antimicrobial and antioxidative activity of laurel, sage,
rosemary, oregano and coriander essential oils. Journal of Essential Oil Research, 10:
618-627.

Baratta, M.T., Dorman, H.J.D., Deans, S.G., Figueiredo, A.C., Barroso, J.G.,
Ruberto, G. 1998b. Antimicrobial and antioxidant properties of some commercial
essential oils. Flavour and Fragrance Journal, 13: 235-244.

Basmacioglu-Malayoglu, H. 2010. Biberiyenin (Rosmarinus officinalis L.)
Antioksidan Etkisi. Hayvansal Uretim, 51 (2): 59-67.

Baser, K.H.C. 2014. Tiirkiye' nin Onemli Tibbi ve Aromatik Odun Disi Orman
Uriinleri. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Eczacilik ve Ormanciliktaki Onemi Calistayr,
20-21 Mart 2014, Indnii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Elazig Orman Bolge
Miidiirliigii, Malatya.

Bayrak, A., Akgul, A. 1989. Biberiye bitkisinin ugucu yag komposizyonu uUzerinde
arastirma. Gida Sanayi Dergisi, 5: 20-22.

Bayrak, A. 2006. Gida aromalari. Gida Teknolojisi Dernegi. Ankara.

Baytop, T. 1984. Turkiye’de bitkilerle tedavi. istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Istanbul.

Berridge, M.V. 1996. The Biochemical and Cellular Basis of Cell Proliferation Assays
That Use Tetrazolium Salts. Biochemica, 4: 15-19.

Bilgel, N. 2001. Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi: Uludag Onkoloji Sempozyumu
Kitab1 ve Konsensus Raporu, Editorler: Engin, K., Ozyardimci, N., Uludag Universitesi
Yayinlari, Bursa, s. 35- 8.

Bitiren, M., 2014. Karsinogenezis : (Onkogenezis) Kanserin Molekuler Temeli. Harran
Universitesi, T1ip Fak. Patoloji ABD,
tip.harran.edu.tr/ogrenci/ders_notlari/patoloji/karsinogenezis.pdf (Erisim tarihi:
17.02.2014).

129



Boffetta, P. 2004. Epidemiology of environmental and occupational cancer. Oncogene,
23: 6392-6403.

Boyle, P., Levin, B., 2008. World Cancer Report 2008. Lyon,
http://www.iarc.fr/en/publications/pdfs-online/wcr/2008/index.php ~ (Erisim tarihi:
28.05.2014).

Bozin, B., Mimica-Dukic, N., Samojlik, I., Jovin, E. 2007. Antimicrobial and
antioxidant properties of rosemary and sage (Rosmarinus officinalis L. and Salvia
officinalis L., Lamiaceae) essential oils. J. Agric. Food Chem., 55: 7879-7885.

Bracco, U., Léliger, J., Viret, J.L. 1981. Production and use of natural antioxidants. J.
Am. Oil Chem. Soc., 58: 686-690.

Cabadak, H. 2008. Hiicre siklusu ve kanser. 4ADU Tip Fakiiltesi Dergisi, 9 (3): 51- 61.

Cancer Council, 2012. Lung cancer. http://www.cancervic.org.au/about-
cancer/cancer_types/lung_cancer (Erisim tarihi: 31.05.2014).

Cancer Council, 2013. Prostate cancer. http://www.cancervic.org.au/about-
cancer/cancer_types/prostate_cancer (Erisim tarihi: 27.05.2014).

Cantrell, C.L., Richheimer, S.L., Nicholas, G. M., Schmidt, B.K., Baile, D.T. 2005.
seco-Hinokiol, a New Abietane Diterpenoid from Rosmarinus officinalis. J. Nat. Prod.,
68: 98-100.

Carmicheal, J., DeGrafit W.G., Gazdar, A.F., Minna, J.D., Mitchell, J.B. 1987.
Evaluation of tetrazolium-based semiautomated colorimetric assay: assasment of
chemosensivity testing. Cancer Research, 47: 936-942.

Catelinois, O., Rogel, A., Laurier, D., Billon, S., Hemon, D., Verger, P., Tirmarche,
M. 2006. Lung cancer attributable to indoor radon exposure in France: impact of the
risk models and uncertainty analysis. Environmental Health Perspectives, 114: 1361-
1366.

Chabner, B.A., Roberts, T.G. 2005. Jr. Timeline: Chemotherapy and the war on
cancer. Nat. Rev. Cancer, 5: 65—72.

Chadefaud, M., Emberger, L. 1960. Tome II: Traite De Botanique (Systematique),
PP: 832-833.

Cheung, S., Tai, J. 2007. Anti-proliferative and antioxidant properties of rosemary
Rosmarinus officinalis. Oncol. Rep., 17: 1525-1531.

Clark, W.H. 1991. Tumour progression and the nature of cancer. Br. J. Cancer, 64:
631-644.

Clark, L.C., Combs, G.F., Turnbull, B.W., Slate, E.H., Chalker, D.K., Chow, J.,
Davis, L.S., Glover, R.A., Graham, G.F., Gross, E.G., Krongrad, A., Lesher, J.L.,
Park, H.K., Sanders, B.B., Smith, C.L., Taylor, J.R. 1996. Effects of selenium
supplementation for cancer prevention in patients with carcinoma of the skin. A

130


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Combs%20GF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Turnbull%20BW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Slate%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chalker%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chow%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Davis%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glover%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Graham%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gross%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krongrad%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lesher%20JL%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanders%20BB%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taylor%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971064

randomized controlled trial. Nutritional Prevention of Cancer Study Group. JAMA, 276
(24):1957-63.

Cooper, G.M. 2000. The Cell Cycle: The Cell A Molecular Approach Second Edition,
Sunderland.

Coskun, M. 2012. Yeni sentez edilen palladyum (II) bilesiginin transforme fibroblastlar
tizerindeki etkilerinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, AU Fen Bilimleri Enstitiisi,
Biyoloji Anabilim Dal1, Eskisehir.

Cotran, S.R., Kumar, V., Robbins, S.L. 1989. Chapter 6: Robbins Pathologic Basis
of Disease, Philadelphia, 239-306.

Cragg, G.M., Grothaus, P.G., Newman, D.J. 2009. Impact of natural products on
developing new anti-cancer agents. Chem. Rev., 109: 3012-3043.

Craighead, J.E., Mossman, B.T. 1982. The pathogenesis of asbestos-associated
diseases. New England Journal of Medicine, 306 (24): 1446-1455.

Cummings, J.L. 2004. Alzheimer' s disease. New English Journal of Medicine, 351.:
56-67.

Cuvelier, M.E., Richard, H., Berset, C. 1996. Antioxidative activity and phenolic
composition of pilot-plant and commercial extracts of sage and rosemary. Journal of the
American Oil Chemists' Society, 73: 645-652.

Capaci, K. 2009. Lamiaceae-Labiatae-Ballibabagiller. http://www.kazimcapaci.com/
cicek_lamiaceae.htm (Erisim tarihi: 07.04.2014).

Celiktas, O.Y., Hames-Kocabas, E.E., Bedir, E., Vardar-Sukan, F., Ozek, T., Baser
K.H.C. 2007. Antimicrobial activities of methanol extracts and essential oils of
Rosmarinus officinalis, depending on location and seasonal variations. Food Chemistry,
100: 553-559.

Daferera, D.J., Ziogas, B.N., Polissiou, M.G. 2000. GC-MS Analysis of essential oils
from some greek aromatic plants and their fungitoxicity on Penicillium digitatum.
Agricultural Food Chemistry, 48: 2576-2581.

Datta, C.S. 1970. A Handbook of Systematic Botany. Asia Publishing House, 562 s.

Davis, P.H., Mill, R.R., Tan, K. 1982. Flora of Turkey and The East Aegen Islands
Vol: 7. Edinburgh University Press, Edinburgh.

Davis, P.H., Mill, R.R., Tan, K. 1988. Flora of Turkey and The East Aegen Island Vol:
10. Edinburgh University Press, Edinburgh.

del Bano, M.J., Lorente, J., Castillo, J., Benavente-Garcia, O., del Rio, J.A,,
Ortuno, A. Quirin, K.W., Gerard, D. 2003. Phenolic diterpenes, flavones, and
rosmarinic acid distribution during the development of leaves, flowers, stems, and roots
of Rosmarinus officinalis, Antioxidant activity. J. Agricult. Food Chem., 51: 4247-4253.

131



del Bano, M.J., Lorente, J., Castillo J.N, Benavente-Garcia, O., Marin, M.P., del
Rio, J.A., Ortuno, A, Ibarra, 1. 2004. Flavonoid distribution during the development
of leaves, flowers, stems, and roots of Rosmarinus officinalis, Postulation of a
biosynthetic pathway. J. Agricult. Food Chem., 52: 4987-4992.

Dias, P.C., Foglio, M.A., Possenti, A., De Carvalho, J.E. 2000. Antiulcerogenic
activity of crude hydroalcoholic extract of Rosmarinus officinalis L.. J.
Ethnopharmacol., 69: 57-62.

Dogan, A. L., Gii¢, D. 2004. Sinyal iletimi mekanizmalar ve kanser. Hacettepe Tip
Dergisi, 35: 34-42.

Doll, R., Peto, R. 1981. The causes of cancer: quantitative estimates of avoidable risks
of cancer in the United States today. Journal of the National Cancer Institute, 66 (6):
1192-1308.

Dorman, H.J.D., Peltoketo, A., Hiltunen, R., Tikkanen, M.J. 2003. Characterisation
of the antioxidant properties of de-odourised aqueous extracts from selected Lamiaceae
herbs. Food. Chem., 83: 255-262.

Ece, T., Mandel, N.M. 2013. Akciger Kanseri Onsdz. Ulusal Akciger Kanseri
Kongresi, 13-17 Mart 2013, Kapadokya, Nevsehir.

Epstein, J.I. 2004. Sternberg’s Diagnostic Surgical Pathology: The prostate and
seminal vesicles. Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia, PA, 2083-2132.

Erturk, B. 2006. Akciger Kanserli Hastalarda Malondialdehit (MDA) ve Total
Antioksidan Kapasite (TAOK) Diizeyi Olgiimii ile Oksidan-Antioksidan Dengenin
Arastirilmasi. Uzmanlik Tezi, T.C.Saglik Bakanlig1 Siireyyapasa Gogiis ve Kalp-Damar
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Istanbul.

Faleiro, L., Miguel, G.M., Guerrero, C.A.C., Brito, J.M.C. 1999. Antimicrobial
activity of essential oils of Rosmarinus officinalis L., Thymus mastichina (L) L. ssp.
mastichina and Thymus albicans. Part 2: Pharmacognosy, pharmacology,
pytomedicine, toxicology. Proceedings of the Il WOCMAP congress on medicinal and
aromatic plants, Mendoza, Argentina.

Fidaner, C., Eser, S.Y., Parkin, D.M. 2001. Incidence in Izmir in 1993-1994: first
results from Izmir Cancer Registry. Eur J Cancer, 37: 83- 92.

Finegold, S.M., Baron E.J. 1986. Bailey and Scott's Diagnostic Microbiology. The
C.V. Moshby Company, St. Louis, USA, 643-646.

Fraga, B.M., Gonzales, A.G., Herrera, J.R., Luis, J.G., Perales, A., Ravelo, A.G.
1985. A revised structure for the diterpene rosmanol. Phytochemistry, 24: 1853-1854.

Frankel, E.N., Huang, S., Prior, E., Aeschbach, R. 1996. Evaluation of antioxidant
activity of Rosemary extracts, carnosol and carnosic acid in bulk vegetable oils and fish
oil and their emultions. J. Sci. Food Agric., 72: 201-208.

132



Freshney, R.l. 2000. Culture of animal cells, a manual of basic technique, fourth
edition. Wiley-Liss Publication, Canada, 577 pp.

Fu, Y., Zu, Y., Chen, L., Shi, X., Wang, Z., Sun, S., Efferth, T. 2007. Antimicrobial
activity of clove and rosemary essential oils alone and in combination. Phytotherapy
Research, 21: 989-994,

Gachkar, L., Yadegari, D., Rezaei, M.B., Taghizadeh, M., Astaneh, S.A., Rasooli, I.
2007. Chemical and biological characteristics of Cuminum cyminum and Rosmarinus
officinalis essential oils. Food Chemistry, 102: 898-904.

Gaither, J. 2014. Rosmarinus officinalis. NC State University, http://plants.ces.ncsu.
edu/plants/all/rosmarinus-officinalis/ (Erisim tarihi: 07.06.2014).

Gajhede, M., Anthoni, U., Nielsen, H., P., Pedersen, E., J., and Christophersen, C.
1990. Carnosol. Crystal structure, absolute configuration, and spectroscopic properties
of a diterpene. J. Chem. Crystallogr., 20: 165-171.

Ganeva, Y., Tsankova, E., Simova, S., Apostolova, B., Zaharieva, E. 1993.
Rocerone: a new triterpenoid from Rosmarinus officinalis. Planta Med., 59: 276-277.

Ginsberg, R.J., Schmocker, B. 1990. Diagnostic and staging procedures in non-small
cell lung cancer. Current opinion in oncology, 2: 328-330.

Ginsberg, M.S. 2005. Epidemiology of lung cancer. Seminars in roentgenology, 40:
83-89.

Gong, Z., Kristal, A.R., Schenk, J.M., Tangen, C.M., Goodman, P.J., Thompson,
I.M. 2009. Alcohol consumption, finasteride, and prostate cancer risk: results from the
Prostate Cancer Prevention Trial. Cancer, 115: 3661-9.

Gonzalez-Vallinas, M., Molina, S., Vicente, G., de la Cueva, A., Vargas, T.
Santoyo, S., Garcia-Risco, M.R., Fornari, T., Reglero, G., de Molina, A.R. 2013.
Antitumor effect of 5-fluorouracil is enhanced by rosemary extract in both drug
sensitive and resistant colon cancer cells. Pharmacological Research, 72: 61-68.

Gorlova, O.Y., Weng, S.F., Zhang, Y., Amos, C.I., Spitz, M.R. 2007. Aggregation of
cancer among relatives of never-smoking lung cancer patients. International Journal of
Cancer, 121: 111-118.

Giilbaba, A.G., Ozkurt, N., Kiirkciioglu, M., Baser, K.H.C. 2002. Mersin Ve Adana
Yoresindeki Dogal Biberiye (Rosmarinus Officinalis L.) Populasyonlarinin Tespiti Ve
Ucgucu Yag Verim Ve Bilesimlerinin Belirlenmesi. T.C. Orman Bakanligi, Dogu
Akdeniz Ormancilik Arastirma Enstitiisii Teknik Biilten No: 16, Tarsus, Mersin.

Gultekin, M., Boztas, G. 2014. Tiirkiye Kanser Istatistikleri. T.C. Saglik Bakanlig
Tirkiye Halk Sagligi Kurumu, Ankara.

Giiner, A., Ozhatay, N., Ekim, T., Baser, K.H.C. 2000. Flora of Turkey and the East
Aegean Islands (supplement 2), vol. 11. Edinburgh University Press, Edinburgh.

133



Guner, A., Aslan, S., EKim, T., Vural, M., Babag, M.T. 2012. Turkiye Bitkileri
Listesi (Damarli Bitkiler). ANG Vakfi, Istanbul, 547 s.

Haksel, M. 2013. Biberiye (Rosmarinus officinalis). Tiirk Eczacilari Birligi E-
Ktuphane, www.e-kutuphane.teb.org.tr/pdf/eczaciodasiyayinlari/ila_habr.../7.pdf
(Erisim tarihi: 01.06.2014).

Haloui, M., Louedec, L., Michel, J.B., Lyoussi, B. 2000. Experimental diuretic effects
of Rosmarinus officinalis and Centaurium erythraea. Journal of Ethnopharmacology,
71: 465-472.

Hanahan, D., Weinberg, R. A. 2000. The Hallmarks of Cancer. Cell, 100: 57-70.

Hanahan, D., Weinberg, R.A. 2011. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell,
144: 646-674.

Haraguchi,H., Saito, T., Okamura, N., Yagi, A. 1995. Inhibition of lipid peroxidation
and superoxide generation by diterpenoids from Rosmarinus officinalis. Planta Med.,
61: 333-336.

Hedge, I.C. 1986. Lamiaceae of South-West Asia: diversity, distribution and
endemism. Proceeding of the Royal Society, 23-25.

Herrero, M., Plaza, M., Cifuentes, A., Ibanez, E. 2010. Green processes for the
extraction of bioactives from rosemary: chemical and functional characterization via
ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry and in-vitro
assays. Journal of Chromatography A, 1217: 2512-2520.

Houlihan, C.M., Ho, C.T., Chang, S.S. 1984. Elucidation of the chemical structure of
a novel antioxidant, rosmaridiphenol, isolated from rosemary. J. Am. Oil. Chem. Soc.,
61: 1036-1039.

Houlihan, C.M., Ho, C.-T., Chang, S.S. 1985. The structure of rosmariquinone: A
new antioxidant isolated from Rosmarinus officinalis L.. J. Am. Oil Chem. Soc., 62: 96-
98.

Huang, M.T., Ho, C.T., Wang, Z.Y., Ferraro, T., Lou, Y.R., Stauber, K., Ma, W.,
Georgiadis, C., Laskin, J.D., Conney, A.H. 1994. Inhibition of skin tumorigenesis by
rosemary and its constituents carnosol and ursolic acid. Cancer Res., 54: 701-708.

Hwang, S.J., Cheng, L.S., Lozano, G., Amos, C.I., Gu, X, Strong, L.C. 2003. Lung
cancer risk in germline p53 mutation carriers: association between an inherited cancer
predisposition, cigarette smoking, and cancer risk. Human genetics, 113: 238-243.

Inatani, R., Nakatani, N., Fuwa, H. 1983. Antioxidant effect of the constituents of
rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and their derivatives. Agric. Biol. Chem., 47: 521-
528.

Isik, S. 2010. Biyoteknolojik Yonden Onemli Tibbi Bitkiler ve Bitkisel Uriinlerde
Kaliteni Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, AU, Biyoteknoloji Enstitiisii, Temel
Biyoteknoloji Anabilim Dali, Ankara.

134



itil, 0. 2000. Akciger kanserleri: Tan1 ve tedavi: Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi
ve etyolojisi, Editor: Haydaroglu, A., Ege Universitesi Basimevi, izmir, s. 15-34.

Jemal, A., Thomas, A., Murray, T., Thun, M. 2002. Cancer statistics, 2002. CA: a
cancer journal for clinicians 52: 23-47.

Jemal, A., Bray, F., Center, M. M., Ferlay J., Ward, E., Forman, D. 2011. Global
Cancer Statistics. CA: a cancer journal for clinicians, 61: 69-90.

Jeong, S.J., Koh, W., Kim, B., Kim, S.H. 2011. Are there new therapeutic options for
treating lung cancer based on herbal medicines and their metabolites?. Journal of
Ethnopharmacology, 138: 652— 661.

Johnson, J.J. 2011. Carnosol: a promising anti-cancer and anti-inflammatory agent.
Cancer Lett., 305: 1-7.

Jordan, M.J., Lax, V., Rota, M.C., Loran, S., Sotomayor, J. A. 2013. Effect of
bioclimatic area on the essential oil composition and antibacterial activity of
Rosmarinus officinalis L.. Food Control, 30: 463-468.

Kabir, Z., Bennett, K., Clancy, L. 2007. Lung cancer and urban air-pollution in
Dublin: a temporal association?. Irish Medical Journal, 100: 367-369.

Kabouche, Z., Boutaghane, N., Laggoune, S., Kabouche, A., Ait-Kaki, Z.,
Benlabed, K. 2005. Comparative antibacterial activity of five Lamiaceae essential oils
from Algeria. Int. J. Aromatherapy, 15: 129-133.

Kahraman, A., Celep, F., Dogan, M. 2009. Morphology, Anatomy and Palynology of
Salvia indica L. (Labiatae). World Applied Sciences Journal 6 (2): 289-296.

Karamanoglu, K. 1977. Farmasétik Botanik Ders Kitabi. Ankara Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi Yayinlari, Ankara, 483 s.

Karna, P., Gundala, S.R., Gupta, M.V., Shamsi, S.A., Pace, R.D., Yates, C.,,
Narayan, S., Aneja, R. 2011. Polyphenol-rich sweet potato greens extract inhibits
proliferation and induces apoptosis in prostate cancer cells in vitro and in vivo.
Carcinogenesis, 32 (12): 1872-1880.

Kaya, A. 2010. Tibbi Bitkiler ve Etnobotanik Caligmalar. Bitkilerle Tedavi
Sempozyumu, 5-6 Haziran 2010, Zeytinburnu, Istanbul.

Keepers, Y.P., Pizao, P.E., Peters, G.J., van Ark-Otte, J., Wino- grad, B., Pinedo,
H.M. 1991. Comparison of the sulforhodamine B protein and tetrazolium MTT assays
for in vitro chemosensitivity testing. Eur. J. Cancer, 27 (12) : 897.

Kirpik, M. 2005. Cukurova bolgesi kirag ve taban arazi kosullarinda yetistirilen
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) gesitlerinin verim ve kalitesi tizerine aragtirmalar.
Doktora Tezi, CU, Fen Bilimleri Enstitlsi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal1, Adana.

Kisim, A. 2010. (-)-Gossypol (AT-101) ve rekombinant insan APO2L/TRAIL' in tekli
ve kombine dozlarinin meme kanseri hiicre hatlarinda (MCF-7 VE MDA-MB-231)

135



sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmasi. Yuksek Lisans Tezi, Celal Bayar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Manisa.

Kontogianni, V.G., Tomic, G., Nikolic, I., Nerantzaki, A.A., Sayyad, N., Stosic-
Grujicic, S., Stojanovic, I., Gerothanassis, 1.P., Tzakos, A.G. 2013. Phytochemical
profile of Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis extracts and correlation to their
antioxidant and anti-proliferative activity. Food Chemistry, 136: 120-129.

Koschier, E.H., Sedy, K.A. 2003. Labiatae essential oils affecting host selection and
acceptance of Thrips Tabaci lindeman. Crop protection, 22: 929-934.

Kopnin, B.P. 2000. Targets of Oncogenes and Tumor Suppressors: Key for
Understanding Basic Mechanisms of Carcinogenesis. Biochemistry (Moscow), 65: 2-27.

Krinsky, N.I., Johnson, E.J. 2005. Carotenoid actions and their relation to health and
disease. Molecular aspects of medicine, 26: 459-516.

Li, X., Hemminki, K. 2004. Inherited predisposition to early onset lung cancer
according to histological type. International journal of cancer, 112: 451-457.

Lian, Z., Niwa, K., Gao, J., Tagami, K., Mori, H., Tamaya, T. 2003. Association of
cellular apoptosis with anti-tumor effects of the Chinese herbal complex in endocrine-
resistant cancer cell line. Cancer Detection and Prevention, 27: 147-154.

Limame, R., Wouters, A., Pauwels, B., Fransen, E., Peeters, M., Lardon, F.,
Wever, O., Pauwels, P. 2012. Comparative Analysis of Dynamic Cell Viability,
Migration and Invasion Assessments by Novel Real-Time Technology and Classic
Endpoint Assays. PLoS ONE, 7 (10): 1-12.

Lopez-Jimenez, A., Garcia-Caballero, M., Medina, M.A., Quesada, A.R. 2013.
Anti-angiogenic properties of carnosol and carnosic acid, two major dietary compounds
from rosemary. Eur. J. Nutr., 52: 85-95.

Lopez, P., Sanchez, C., Battle, R., Nerin, C. 2005. Solid and vapor-phase
antimicrobial activities of six essential oils: susceptibility of selected foodborne
bacterial and fungal strains. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53 (17): 6939-
6946.

Lowitz, B.B., Casciato, D.A. 2000. Manual of Clinical Oncology, 4th edition.
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 768 pp.

Ma, X., Wang, Z. 2009. Anticancer drug discovery in the future: An evolutionary
perspective. Drug Discov. Today, 14: 1136-1142.

Mahmoud, A.A., AL-Shihry, S.S., Son, B.W. 2005. Diterpenoid quinones from
Rosemary (Rosmarinus offcinalis L.). Phytochemistry, 66: 1685-1690.

Martin, J.P., Bermejo, H.J.E. 2000. Genetic variation in the endemic and endangered
Rosmarinus tomentotus Huber-Morath and Maire (Labiatae) using RAPD markers.
Heredity, 85: 434-443.

136



Martinez, J.D., Parker, M.T., Fultz, K.E., Ignatenko, N.A., Gerner, E.W. 2003.
Cancer-Related Genes: Molecular Biology of Cancer, Editorler: Abraham, D.J., John
Wiley&Sons, Inc, Tuscon, Arizona, 21-26.

Mathen, C., Hardikar, B.P. 2010. A Method for Photomicrography of Cytotoxicity in
96-Well Plates. Asian Journal of Biotechnology, 2 (4): 232-238.

Mattson, M.P. 2004. Pathways towards and away from Alzheimer' s disease. Nature,
430: 631-639.

Mayo, J., Boyd, M. 1991. Feasibility of a high-flux anticancer drug screen using a
diverse panel of cultured human tumor cell lines. J. Natl. Cancer Inst., 83 (11): 757-
766.

Moghtader, M., Afzali, D. 2009. Study of the antimicrobial properties of the essential
oil of rosemary. American-Eurosian J. Agric. & Environ. Sci., 5 (3): 393-397.

Molina, J.R., Yang, P., Cassivi, S.D., Schild, S.E., Adjei, A.A. 2008. Non-small cell
lung cancer: epidemiology, risk factors, treatment, and survivorship. Mayo Clinic
proceedings, 83: 584-594.

Moodley, K., Angel, C.E., Glass, M., Graham, E.S. 2011. Real-time profiling of NK
cell killing of human astrocytes using XCELLigence technology. Journal of
Neuroscience Methods, 200: 173-180.

Mountain, C.F. 1997. Revisions in the international system for staging lung cancer.
Chest, 11:1710.

McCormick, F. 1999. Signalling networks that cause cancer. Trends Cell Biol, 12: 53-
56.

McKee, T., McKee, J. R. 2011. Biochemistry in Perspective, Carcinogenesis:
Biochemistry: The Molecular Basis of Life, Fifth Edition, Ed.: Noe, J., USA.

Merlo, L.M.F., Pepper, JW., Reid, B.J., Maley, C.C. 2006. Cancer as an
evolutionary and ecological process. Nature, 6: 924-935.

Monks, A., Scudiero, D., Skehan, P., Shoemaker, R., Paull, K., Vistica, D., Hose,
C., Langley, J., Cronise, P., Vaigro-Wolff, A., Gray-Goodrich, M., Cambell, H.,
Munne-Bosch, S., Schwarz, K., Alegre, L. 1992. Response of abietane diterpenes to
stress in Rosmarinus officinalis L. new insights into the function of diterpenes in plants.
Free Rad. Res., 31: 107-112.

Mukherjee, P.K., Kumar, V., Mal, M., Houghton, P.J. 2007. Acetylcholinesterase
inhibitors from plants. Phytomedicine, 14: 289-300.

Mulinacci, N., Innocenti, M., Bellumori, M., Giaccherini, C., Martini, V.,
Michelozzi, M. 2011. Storage method, drying processes and extraction procedures
strongly affect the phenolic fraction of rosemary leaves: an HPLC/DAD/MS study.
Talanta, 85: 167-176.

137



Nakatani, N., Inatani, R. 1981. Structure of rosmanol, a new antioxidant from
rosemary (Rosmarinus officinalis L.). Agric. Biol. Chem., 45: 2385-2386.

Nakatani, N., Inatani, R. 1983. A new diterpene lactone, rosmadial, from rosemary
(Rosmarinus officinalis L.). Agric. Biol. Chem., 47: 353-358.

Nakatani, N., Inatani, R. 1984. Two antioxidative diterpenes from rosemary
(Rosmarinus officinalis L.) and a revised structure for rosmanol. Agric. Biol. Chem., 48:
2081-2085.

Newall, C.A., Anderson, L.A., Philipson, J.D. 2002. Plantas Medicinais — Guia para
Profissionais de Saude. Premier, Sdo Paulo.

Numanoglu, S. 2008. Ostrojen bagimli meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) genistein
ve hiperteminin kombine etkisinin aragtirilmasi. Yiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitlisi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1, Izmir.

Offord, E.A., Mace, K., Ruffieux, C., Malnoe, A., Pfeifer, A.M.A. 1995. Rosmery
components inhibit benzo[a]pyrene-induced genotoxicity in human bronchial cells.
Carcinogenesis, 16: 2057-2062.

Ohno, T., Kita, M., Yamaoka, Y., Imamura, S., Yamamoto, T., Mitsufuji, S. et al.
2003. Antimicrobial activity of essential oils against Helicobacter pylori. Helicobacter,
8: 207-215.

Okamura, N., Haraguchi, H., Hashimoto, K., Yagi, A. 1994. Flavonoids in
Rosmarinus officinalis leaves. Phytochemistry, 37: 1463-1466.

Okoh, O.0O., Sadimenko, A.P., Afolayan, A.J. 2010. Comparative evaluation of the
antibacterial activities of the essential oils of Rosmarinus officinalis L. obtained by
hydrodistillation and solvent free microwave extraction methods. Food Chemistry, 120:
308-312.

Olmos, E., Sanchez-Blanco, M. J., Ferrandez, T., Alarcon, J.J. 2007. Subcellular
Effects of Drought Stress in Rosmarinus officinalis. Plant Biology, 9 (1): 77-84.

Oluwatuyi, M., Kaatz, G.W., Gibbons, S. 2004. Antibacterial and resistance
modifying activity of Rosmarinus officinalis. Phytochemistry, 65: 3249-3254.

O'Reilly, K.M., Mclaughlin, A.M., Beckett, W.S., Sime, P.J. 2007. Asbestos-related
lung disease. Am Fam Physician., 75 (5): 683-8.

Orhan, G., Orhan, 1., Sener, B. 2006. Recent developments in natural and synthetic
drug research for Alzheimer' s disease. Letters in Drug Design and Discovery, 3: 268-
274.

Orhan, I., Aslan, S., Kartal, M., Sener, B., Beser, K. H. C. 2008. Inhibitory effect of
Turkish Rosmarinus officinalis L. on acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase
enzymes. Food Chemistry, 108: 663-668.

Otto, S. 2001. Oncology Nursing (4th ed.). Mosby Inc., St. Louis, Missouri, 284 pp.

138



Ozlu, T., Bulbal, Y. 2005. Sigara ve akciger kanseri. Tuberkiloz ve Toraks Dergisi,
53(2): 200-2009.

Oztiirk, F., Malkog, S., Ersoz, M., Hakki, S.S., Bozkurt, B.S. 2011. Real-time cell
analysis of the cytotoxicity of the components of orthodentic acrylic materials on
gingival fibroblasts. American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics,
140 (5): 243-249.

Palmarini, M., Fan, H. 2001. Retrovirus-induced ovine pulmonary adenocarcinoma,
an animal model for lung cancer. J Natl Cancer Inst., 93 (21): 1603-14.

Pandit, V.A., Shelef, L.A. 1994. Sensitivity of Listeria monocytogenes to rosemary
(Rosmarinus officinalis L.). Food Microbiol., 11: 57-63.

Panizzi, L., Flamini, G., Cioni, P.L., Morelli, 1. 1993. Composition and antimicrobial
properties of essential oils of four Mediterranean Lamiaceae. J. Ethnopharmacol., 39:
167-170.

Papazisis, K.T., Geromichalos, G.D., Dimitriadis, K.A., Kortsaris, A.H. 1997.
Optimization of the sulforhodamine B colorimetric assay. Journal of Immunological
Methods, 208 (1997): 151-158.

Paris, A., Strukelji, B., Renko, M., Turk, V., Puki, M., Umek, A., Korant, B.D.
1993. Inhibitory effect of carnosolic acid on HIV-1 protease in cell-free assays. J. Nat.
Prod., 56: 1426-1430.

Pearson 2011. Cancer. http://www.pearsonmylabandmastering.com/northamerica/
mastering-biology/ (Erisim tarihi: 23.05.2014).

Perez, R.P., Godwin, A.K., Handel, L.M., Hamilton, T.C. 1993. A comparison of
clonogenic, microtetrazolium and sulforho- damine B assays for determination of
cisplatin cytotoxicity in human ovarian carcinoma cell lines. Eur. J. Cancer, 29A: 395-
399.

Perez-Fons, L., Aranda, F.J., Guillen, J., Villalain, J., Micol, V. 2006. Rosemary
(Rosmarinus officinalis) diterpenes affect lipid polymorphism and fluidity in
phospholipid membranes. Arch. Biochem. Biophysics., 453: 224-236.

Phelan, M.C. 1998. Basic Techniques for Mammalian Cell Tissue Culture: Current
Protocols in Cell Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1-10.

Pintore, G., Usai, M., Bradesi, P., Juliano, C., Boatto, G., Felix, T., Chessa, M.,
Cerri, R., Casanova J. 2002. Chemical composition and antimicrobial activity of
Rosmarinus officinalis L. oils from Sardinia and Corsica. Flavour Fragr. J., 17: 15-19.

Planas-Silva, M.D., Weinberg, R.A. 1997. The restriction point and control of cell
proliferation. Curr Opin Cell Biol, 9: 768-772.

Poeckel, D., Greiner, C., Ver- hoff, M., Rau, O., Tausch, L., Hornig, C. ve ark.
2008. Carnosic acid and carnosol potently inhibit human 5-lipoxygenase and suppress

139



pro-inflammatory responses of stimulated human polymorphonuclear leukocytes.
Biochem. Pharmacol., 76: 91-97.

Ramirez, P., Garcia-Risco, M.R., Santoyo, S., Senorans, F.J., Ibanez, E., Reglero,
G. 2006. Isolation of functional ingredients from rosemary by preparative-supercritical
fluid chromatography (Prep-SFC). Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
41: 1606-1613.

Raskin, I., Ribnicky, D.M., Komarnytsky, S., llic, N., Poulev, A., Borisjuk, N.,
Brinker, A., Moreno, D.A., Ripoll, C., Yakoby, N., O’Neal, J.M., Cornwell, T.,
Pastor, I., Fridlender, B. 2002. Plants and human health in the twenty-first century.
Trends in Biotechnology, 20 (12): 522- 531.

Reed, S.1. 1997. Control of the G1/S transition. Cancer Surv, 29: 7-23.

Richheimer, S.L., Bernart, M\W., King, G.A., Kent, M.C., Bailey, D.T. 1996.
Antioxidant activity of lipid-soluble phenolic diterpenes from Rosemary. J. Am. Qil.
Chem. Soc., 73: 507-514.

Robbins, S., Contran, R., Kumar, V. 1989. Robbins Pathological Basis of Disease.
W.B. Saunders Col, Philadelphia, 256 pp.

Rom, W.N., Hay, J.G., Lee, T.C,, Jiang, Y., Tchou-Wong, K.M. 2000. Molecular
and genetic aspects of lung cancer. American journal of respiratory and critical care
medicine, 161: 1355-1367.

Ruano-Ravina, A., Figueiras, A., Freire-Garabal, M., Barros-Dios, J.M. 2006.
Antioxidant vitamins and risk of lung cancer. Current pharmaceutical design, 12: 599-
613.

Ruberto, G., Barata, M.T. 2000. Antioxidant activity of selected essential oil
components in two lipid model system. Food Chemistry, 69: 167-174.

Rubinstein, L.V., Shoemaker, R.H., Paull, K.D., Simon, R.M., Tosini, S., Skehan,
P., Scudiero, D.A., Monks, A., Boyd, M.R. 1990. Comparison of in vitro anticancer-
drug-screening data generated with a tetrazolium assay versus a protein assay against a
diverse panel of human tumor cell lines. J. Natl. Cancer Inst., 82 (13): 1113-1117.

Sandal, T. 2002. Molecular Aspects of the Mammalian Cell Cycle and Cancer. The
Oncologist, 7: 73-81.

Sanderson, J.T, Clabault, H., Patton, C., Claux, G., Francois, J.J., Pare, A.F.,
Hebert, M.J.G., Surette, M.E, Touaibia, M. 2013. Antiproliferative, antiandrogenic
and cytotoxic effects of novel caffeic acid derivatives in LNCaP human androgen-
dependent prostate cancer cells. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 21: 7182-7193.

Sasikumar, B., 2004. Rosemary: Hand Book of Herbs and Spices VVolume: 2, Editorler:
Peter, K.V., Woodhead Publishing Limited, Cambridge, England, pp: 243-255.

140



Secmen, O, Gemici, Y., Gork, G., Bekat, L., Leblebici, E. 2000. Tohumlu Bitkiler
Sistematigi. Ege Universitesi Basimevi, 389 s.

Sezgin, C. 2010. Kanserde bitkilerle tedavide 6rnek uygulamalar. Bitkilerle Tedavi
Sempozyumu, 5-6 Haziran 2010, Zeytinburnu, Istanbul.

Sherr, C.J. 1996. Cancer cell cycles. Science, 274: 1672-1677.

Siegel, R., Ma, J., Zou, Z., Jemal, A. 2014. Cancer Statistics, 2014. Ca Cancer J Clin,
64: 9-29.

Silva, M.D., Weinberg, R.A. 1997. The restriction point and control of cell
proliferation. Curr. Opin. Cell Bio., 9(6):768-72.

Simon, J.E., Chadwick, A.F, Craker, L.E. 1984. Herbs: An Indexed Bibliography.
1971-1980. The Scientific Literature on Selected Herbs, and Aromatic and Medicinal
Plants of the Temperate Zone. Archon Books, 770 pp.

Slanina, H., Kdnig, A., Claus, H., Frosch, M., Schubert-Unkmeir, A. 2011. Real-
time impedance analysis of host cell response to meningococcal infection. Journal of
Microbiological Methods, 84 (2011): 101-108.

Sotelo-Felix, J.l., Martinez-Fong, D., Muriel, P., Santillan, R.L., Castillo, D.,
Yahuaca, P. 2002. Evaluation of the effectiveness of Rosmarinus officinalis
(Lamiaceae) in the alleviation of carbon tetrachloride-induced acute hepatotoxicity in
the rat. J. Ethnopharmacol., 81: 145-154.

Spiro, S.G., Porter, J.C. 2002. Lung cancer - Where are we today? Current advances in
staging and nonsurgical treatment. Am J Respir Crit Care Med, 166: 1166-96.

Sumantran, V.N. 2011. Cellular Chemosensitivity Assays: An Overview: Cancer Cell
Culture: Methods and Protocols, Second Edition, Methods in Molecular Biology,
Editorler: Cree, 1.A., Humana Press, Portsmouth, UK, 219-236.

Sener, B. 2010. Bitkisel Ilaglar ve Bitkisel Ilag Mevzuati. Bitkilerle Tedavi
Sempozyumu, 5-6 Haziran 2010, Zeytinburnu, Istanbul.

Tal, J., Cheung, S., Wu, M., Hasman, D. 2012. Antiproliferation effect of Rosemary
(Rosmarinus officinalis) on human ovarian cancer cell in vitro. Phytomedicine, 19: 436-
443.

Takenaka, M., Watanabe, T. Sugahara, K., Harada, Y., Yoshida, S., Sugawara, F.
1997. New antimicrobial substances against Streptomyces scabies from Rosemary
(Rosmarinus officinalis L.). Biosci. Biotechnol. Biochem., 61: 1440-1444.

Temel, M. 2000. Bati Anadolu Bolgesinde Yayilis Gosteren Origanum L. Tdrleri
Uzerinde Biyosistematik Calismalar. Doktora Tezi, OGU, Fen Bilimleri Enstitisa,
Eskisehir.

Thun, M.J., Hannan, L.M., Adams-Campbell, L.L., Boffetta, P., Buring, J.E.,
Feskanich, D., Flanders, W.D., Jee, S.H., Katanoda, K., Kolonel, L.N., Lee, I.M.,
Marugame, T., Palmer, J.R., Riboli, E., Sobue, T., Avila-Tang, E., Wilkens, L.R.,

141



Samet, J.M. 2008. Lung Cancer Occurrence in Never-Smokers: An Analysis of 13
Cohorts and 22 Cancer Registry Studies. PL0oS Med., 5 (9): e185.

Tomas-Barberan, F.A., Lopez-Gomez, C., Vilar, A., Tomas-Lorente, F. 1986.
Inhibition of lens aldose reductase by Labiatae flavonoids. Planta Med., 52: 239-240.

Torre, J., Lorenzo, M.P.,. Martinez-Alcazar, M.P, Barbas, C. 2001. Simple high-
performance liquid chromatography method for a-tocopherol measurement in
Rosmarinus officinalis leaves New data on a-tocopherol content. J. Chromatogr. A,
919: 305-311.

Travis, W.D., Lubin, J., Ries, I., Devesa, S. 1996. United States lung carcinoma
incidence trends: Declining for most histologic types among males, increasing among
females. Cancer, 77: 2464-70.

Troncoso, N., Sierra, H., Carvajal, L., Delpiano, P., Glnther, G. 2005. Fast high
performance liquid chromatography and ultraviolet-visible quantification of principle
phenolic antioxidants in fresh rosemary. J. Chromatogr. A., 1100: 20-5.

Tuna, B. 2005. Prostat nedir?. www.turkpath.org.tr/upload/documents/prostat.pdf
(Erisim tarihi: 19.02.2014).

Tiirker, A.H., Giilbaba, A.G., Tasdelen, A., Polat, S. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesi
Biberiyelerinin (Rosmarinus officinalis L.) Gen Kaynaklarinin Korunmasi ve Klon
Se¢imi. T.C. Orman ve Su Isleri Bakanlig1 Orman Genel Miidiirliigii Dogu Akdeniz
Ormancilik Arastirma Enstitiisii Teknik Biilten No: 40, Tarsus, Mersin.

Ulukaya, E., Ozdikicioglu, F., Yilmaztepe-Oral, A., Demirci, M. 2008. The MTT
assay yields a relatively lower result of growth inhibition than the ATP assay depending
on the chemotherapeutic drugs tested. Toxicology in Vitro, 22: 232-239.

Urcan, E., Haertel, U., Styllou, M., Hickel, R., Scherthan, H. ve Reichl, F.X. 2010.
Real-time XCELLigence impedance analysis of the cytotoxicity of dental composite
components on human gingival fibroblasts. Dental materials, 26: 51-58.

Unal, T. 2012. Neoplazi. http://dent.ege.edu.tr/dosyalar/kaynak/301_patoloji/12.pdf
(Erisim tarihi: 19.05.2014).

Valdes, A., Garcia-Canas, V., Rocamora-Reverte, L., Gomez-Martinez, A,
Ferragut, J.A., Cifuentes, A. 2013. Effect of rosemary polyphenols on human colon
cancer cells: transcriptomic profiling and functional enrichment analysis. Genes Nultr.,
8: 43-60.

Watters, J.L., Park, Y., Hollenbeck, A., Schatzkin, A., Albanes, D. 2010. Alcoholic
beverages and prostate cancer in a prospective US cohort study. Am J Epidemiol, 172:
773-80.

WHO (World Health Organization) 2008. Cancer. http://www.who.int/mediacentre/
factsheets/fs297/en/ (Erisim tarihi: 28.05.2014).

142



WHO (World Health Organization) 2010. WHO Cancer. http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs297/en/index.html (Erisim tarihi: 30.05.2014).

WHO (World Health Organization) 2014. Global battle against cancer won’t be won
with treatment alone Effective prevention measures urgently needed to prevent cancer
crisis. wwwe.iarc.fr/en/media-centre/pr/.../pr224_E.pdf (Erisim tarihi: 18.05.2014).

Wong, B.S., Hsiao, Y.C., Lin, T.W., Chen, K.S., Kuo, W.H., Chu, S.C., Hsieh, Y.S.
2009. The in vitro and in vivo apoptotic effects of Mahonia oiwakensis on human lung
cancer cells. Chemico-Biological Interactions 180: 165-174.

Xing, J.Z., Zhu, L., Jackson, J.A., Gabos, S., Sun, X.J., Wang, X.B., Xu, X. 2005.
Dynamic monitoring of cytotoxicity on microelectronic sensors. Chemical Research in
Toxicology, 18: 154-161.

Yanishlieva, N.V., Marinovaa, E., Pokorny, J. 2006. Natural antioxidants from herbs
and spices (Review article). Eur. J. Lipid Sci. Technol., 108: 776-793.

Yesil-Celiktas, O., Bedir, E., Siikan, F. 2007a. In vitro antioxidant activities of
Rosmarinus officinalis extracts treated with supercritical carbon dioxide. Food Chem.,
101: 1457-1464.

Yesil-Celiktas, O., Sevimli, C., Bedir, E., Vardar-Siikan, F. 2010. Inhibitory effects
of rosemary extracts, carnosic acid and rosmarinic acid on the growth of various human
cancer cell lines. Plant Foods Hum. Nutr., 65: 158-163.

Yokota, J. 2000. Tumor progression and metastasis. Carcinogenesis, 21 (3): 497-503.

Zaouali, Y., Bouzaine, T., Bousssaid, M. 2010. Essential oils composition in two
Rosmarinus officinalis L. varieties and incidense for antimicrobial and antioxidant
activities. Food Chemistry Toxicology, 48: 3144-3152.

Zeren, E. 2000. Akciger Kanseri: Akciger Kanserine Patolojik Yaklasim, Editorler:
Hastiirk, S., Yiiksel, M., Ozlem Grafik Matbaacilik, Istanbul, 29-45.

Zimmermann, B.F., Walch, S.G., Tinzoh, L.N., Stuhlinger, W., Lachenmeier, D.W.
2011. Rapid UHPLC determination of polyphenols in aqueous infusions of Salvia
officinalis L. (sage tea). Journal of Chromatography B, Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, 879: 2459-2464.

143



OZGECMIS

Adi Soyadi: Buse VATANSEVER
Dogum Yeri ve Tarihi: Bursa, 07 Nisan 1990

Yabana Dili: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lise: Bursa Atattirk Lisesi (2004-2007)
Lisans: Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii (2007-2011)

Yilksek Lisans: Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolimi,
Botanik Ana Bilim Dal1 (2012-2014)

Cahstigi Kurum/Kurumlar ve Yil: -
fletisim (e-posta): busevtnsvro0@gmail.com

Yaynlari: -

144



	Dış kapağın arkası
	İç kapak
	Tez onay sayfası
	Bilimsel etik bildirim sayfası
	TEZ
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	Yüksek lisans eğitimimin düzenli işleyişi için büyük bir özveri gösteren, her konuda ilgi ve desteğini benden esirgemeyen, öneri ve eleştirileriyle beni daima yönlendiren tez danışmanım değerli hocam Sayın Prof. Dr. Hulusi MALYER'e,
	SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	Kanser, günümüzdeki en önemli sağlık sorunudur ve her yıl bir milyondan fazla kişi kanser nedeniyle hayatını kaybetmektedir. Sık görülmesi ve mortalitesinin yüksek olması nedeniyle de büyümeye devam eden bir halk sağlığı sorunudur. Dünya Sağlık Örgütü...
	2. KAYNAK ÖZETLERİ
	2.1. Kanser
	Şekil 2.1. Çok aşamalı malign tümör gelişimi (Yokota 2000'den değiştirilerek alınmıştır)
	2.1.1. Karsinogenez süreci
	Şekil 2.2. Kanserin oluşum aşamaları (Angle 2011'den değiştirilerek alınmıştır)
	Şekil 2.3. Tümörün basamaklar halinde kan damarları yoluyla yayılması (Robbins ve ark. 1989'dan değiştirilerek alınmıştır)
	Şekil 2.4. Kanserin yayılması (Angle 2011'den değiştirilerek alınmıştır)
	2.1.2. Kanser hücrelerinin özellikleri
	Şekil 2.5. Kanser hücrelerinin özellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011'den değiştirilerek alınmıştır)
	2.1.3. Hücre döngüsü ve kanser
	Şekil 2.6. Hücre döngüsü fazları (Sandal 2002'den değiştirilerek alınmıştır)
	- Üçüncü kontrol noktası (iğ iplikçiği kontrol noktası), metafaz safhasından anafaz safhasına geçişi düzenler. Bu kontrol noktası, kromozomların mitotik iplikçiklere düzgün tutunamamasına duyarlıdır.  İğ iplikçiği kontrol noktası;  olgunlaşmamış karde...

	Şekil 2.7. Hücre döngüsündeki kontrol noktaları (Pearson 2011'den değiştirilerek alınmıştır)
	Tümör supressör genler (anti-onkogenler, TSG), hücre döngüsünü etkileyen en önemli genlerdir. TSG'ler, hücrenin farklı yerlerinde; hücre yüzeyinde, sitoplazmada, nükleusta bulunurlar. TSG'in fizyolojik fonksiyonları, tümör oluşumunu engellemek değil h...
	Kanser oluşumuna neden olan diğer gen grubu da normal hücre büyümesini uyaran genler olan proto-onkogenler (normal hücre genleri) dir. Proto-onkogenler de TSG'ler gibi hücrenin değişik bölümlerinde bulunmaktadır. Proto-onkogenler, hücre büyüme kontrol...
	Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar, hücrelerin kontrolden çıkmasına, aşırı bölünmesine ve farklı kanser türlerinin oluşumuna neden olabilir. İnsanlarda proto-onkogenler, somatik mutasyon ile aktive olarak onkogenlere dönüşmektedirler (Kopnin 2000, Cabad...

	/
	Şekil 2.8. Onkogen aktivasyonu ve tümör baskılayıcı gen inaktivasyonu ile karsinogenezin oluşumu (Aliustaoğlu 2009).
	2.2. Prostat Kanseri
	Son yıllarda tüm dünyada hormon bağımlı kanserlerin (meme, testis ve prostat kanserleri gibi) insidansı giderek artmaktadır. Hormon bağımlı kanser türlerinden biri de prostat kanseridir. Prostat kanseri, erkek üreme sisteminin önemli bir üyesi olan pr...
	Prostat, sadece erkeklerde bulunan ve seminal sıvının bir kısmını üretmek ile görevli tübulo-alveolar bir bezdir. Rektumun (kalın bağırsağın son kısmı) önünde ve mesanenin altında yerleşmiştir. İdrar akımını sağlayan üretra (idrar yolu) ile çevrilmişt...
	/

	Şekil 2.9. Prostat bezi ve lokalizasyonu (Anonim 2013a)
	2.2.1. Prostat kanserinin görülme sıklığı
	Şekil 2.10. Erkeklerde en sık görülen ilk 10 kanserin yaşa göre standardize edilmiş hızlarının dağılımları (100 000 kişide) (Gültekin ve Boztaş 2014).
	Prostat kanseri insidansı, ülkeler ve etnik gruplar arasında büyük farklılık göstermektedir. En yüksek oranlar Amerika Birleşik Devletleri'nde özellikle siyah popülasyon grupları arasında, Kanada, İsviçre, Avusturya ve İskandinav ülkelerinde görülmekt...
	Prostat kanserinin dünya çapındaki oranları ile ilgili yapılan yeni bir çalışmada, insidans oranlarının gelir seviyesi ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Kuzey Amerika, Okyanusya, Batı ve Kuzey Avrupa ülkelerini kapsayan dünyanın en yüksek gelir bölgele...
	Son yıllarda, yıllık kansere yakalanma vakaları ve 44Tkanser44T nedeniyle ölüm oranlarında önemli bir artış eğilimi göze batmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO) raporuna göre, dünya genelinde kansere yakalanma sayısının gelecek 20 yılda yaklaşık ik...

	2.2.2. Prostat kanseri risk faktörleri
	2.3. Akciğer Kanseri
	Akciğer kanseri 20. yüzyılın başlarında nadir görülen bir hastalık iken, sigara içme alışkanlığındaki artışa paralel olarak sıklığı giderek artmıştır ve bugün dünyada hem erkeklerde hem de kadınlarda yaygın olarak görülen kanser türü haline gelmiştir ...
	Akciğerler, göğüs boşluğumuzda bulunan, nefes alıp verirken oksijenin dokulara alınmasını ve karbondioksitin dışarı atılmasını sağlayan solunum sisteminde görevli temel organlardır. Akciğerler süngerimsi yapıda ve koni şeklinde bir çift organdır ve he...
	/

	Şekil 2.11. Akciğerlerin yapısı ve solunum sisteminde görevli diğer organlar (Cancer Council 2012'den değiştirilerek alınmıştır)
	Akciğer kanserlerinin büyük çoğunluğu, epitel hücrelerinden köken alan karsinomlardır. Bu kanser türlerinde histopatolojik sınıflandırma klinik yaklaşım ve hastalığın prognozu açısından oldukça önemli olup kanserli hücrelerin mikroskop altındaki görün...
	1) Küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK, Small cell lung cancer - SCLC): KHAK, yoğun nükleuslu, dar sitoplazmalı, oldukça şiddetli bir tabiata sahip olan ve birçok büyüme faktörü içeren düzenli küçük hücrelerden oluşmaktadır. Tümör oluşumu, çoğunlukla ...

	Şekil 2.12. Kadınlarda en sık görülen ilk 10 kanserin yaşa göre standardize edilmiş  hızlarının dağılımları (100 000 kişide) (Gültekin ve Boztaş 2014)
	Şekil 2.13. Akciğer kanseri evrelerinin yüzde dağılımları (Gültekin ve Boztaş 2014)
	2.3.2. Akciğer kanseri risk faktörleri
	2.4. Rosmarinus officinalis L. (Biberiye)
	2.4.1. Lamiaceae (Labiatae, Ballıbabagiller) familyası hakkında genel bilgiler
	Lamiaceae Martinov, Tekno-Bot. Slovar: 355 (1820)
	2.4.2. Rosmarinus officinalis L.'in sistematikteki yeri
	2.4.3. Rosmarinus officinalis L.'in genel özellikleri ve yayılış alanları
	Rosmarinus oficinalis L., sp. PI.23 (1753)
	Şekil 2.14. Rosmarinus officinalis L. A. Genel görünüm B. Çiçekli ve yapraklı dal (Anonim 2004, Anonim 2014e)
	Şekil 2.15. Rosmarinus officinalis L. A. Çiçek yapısı B. Androkeum (erkek organ) (48TÇapacı 2009, Gaither 2014)
	Şekil 2.16. Türkiye'de Rosmarinus officinalis L. populayonlarının coğrafik yayılış alanları (Davis ve ark. 1982)
	2.4.4. Rosmarinus officinalis L.'in kimyasal kompozisyonu ve biyolojik aktiviteleri
	Şekil 2.17. Rosmarinus officinalis L. bitkisinin antioksidan etkili bileşenleri (Yanishlieva ve ark. 2006)
	2.5. Prostat ve Akciğer Kanseri Model Hücre Hatları
	2.5.1. VCaP prostat (androjen bağımlı) kanseri hücre hattı
	Şekil 2.18. VCaP hücre hattının morfolojisi A. Düşük yoğunluk B. Yüksek yoğunluk (ATCC 2014)
	2.5.2. Calu-1 akciğer kanseri hücre hattı
	Şekil 2.19. Calu-1 hücre hattının morfolojisi (ATCC 2014).
	2.6. Sitotoksisite Testleri
	Şekil 2.20. Neubauer Hemositometresi (Phelan 1998'den değiştilerek alınmıştır)
	ICR50R (half maximal inhibitory concentration);  koloni formasyonunda, hücrelerin %50'sini öldüren inhibitör konsantrasyonudur. Sensitivitedeki farklılıklar, eğri üzerinden tespit edilebilmektedir. Düşük ICR50R değeri, yüksek sitotoksik etkiyi gösterm...
	Şekil 2.21. ICR50R değeri (Freshney 2000)
	2.6.1. WST-1 (water soluble tetrazolium) testi
	Şekil 2.22. WST-1'in reaksiyon şeması (Anonim 2008)
	Şekil 2.23. WST-1 yöntemi ile diğer kolorimetrik testlerin kıyaslanması (Anonim 2008'den değiştirilerek alınmıştır)
	2.6.2. SRB (sulforhodamine B) testi
	Şekil 2.24. SRB'nin moleküler yapısı (Anonim 2012b)
	2.6.3. xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizi (xCELLigence real time cell analyzer)
	Şekil 2.25. Empedans ölçüm şeması (Urcan ve ark. 2010)
	3. MATERYAL ve YÖNTEM
	3.1. Materyal
	3.1.1. Kimyasal maddeler ve reaktifler
	Çizelge 3.1. Deneylerde kullanılan kimyasal maddeler ve reaktifler
	3.1.2. Cihazlar ve sarf malzemeler
	Çizelge 3.2. Deneylerde kullanılan cihazlar ve sarf malzemeler
	3.1.3. Deneysel çalışmalarda kullanılan Rosmarinus officinalis L. (Biberiye) ekstreleri
	3.1.4. Deneysel çalışmalarda kullanılan hücre hatları
	3.2. Yöntem
	3.2.1. Rosmarinus officinalis L. 'in ekstraksiyon işlemleri
	3.2.1.1. Rosmarinus officinalis L. 'in etanol ortamındaki ekstraksiyonu
	3.2.1.2. Rosmarinus officinalis L. 'in su ortamındaki ekstraksiyonu
	3.2.2. Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin hazırlanması
	3.2.2.1. Rosmarinus officinalis L. etanol ekstresinin hazırlanması
	3.2.2.2. Rosmarinus officinalis L. su (infüzyon) ekstresinin hazırlanması
	3.2.3.1. Dondurulmuş hücre hatlarının çözülmesi
	3.2.3.2. Hücre hatlarının pasajlanması
	3.2.4. Deneysel çalışmalarda kullanılacak hücre sayılarının optimizasyonu
	3.2.5. Hücre hatlarının canlılığının belirlenmesi
	Şekil 3.1. Neubauer hemositometresi ile hücrelerin sayımı (Anonim 2011)
	3.2.6. Hücrelerin deney planına göre ekimi ve ekstrelerin uygulanması
	Şekil 3.2. Sitotoksisite deneylerinde kullanılan 96 kuyucuklu mikroplaka düzeni ve uygulanan ekstrelerin konsantrasyonları
	3.2.7. Sitotoksisite testleri
	3.2.7.1. WST-1 (water soluble tetrazolium) testi
	3.2.7.2. SRB (sulforhodamine B) testi
	3.2.7.3. xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizi (xCELLigence Real Time Cell Analyzer)
	Şekil 3.3. xCELLigence RTCA'da hücre hareketlerinin empedans temelli analizi (Limame 2012'den değiştirilerek alınmıştır)
	3.2.8. İstatistiksel Analiz
	4. BULGULAR
	4.1. WST-1 Canlılık Testi Bulguları
	4.1.1. 24 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.1. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası  3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.2. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.2. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 24 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.3. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.4. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Şekil 4.3. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.4. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.5. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.6. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 24 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	4.1.2. 48 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.7. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.7. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.5. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının 48 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.6. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 48 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.7. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.8. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Şekil 4.8. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.9. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.10. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.11. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 48 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	4.1.3. 72 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.12. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.12. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.9. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının 72 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.10. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 72 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.11. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Çizelge 4.12. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (WST-1 testi)
	Şekil 4.13. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.14. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardından VCaP hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.15. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	Şekil 4.16. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresi ile 72 saatlik tedavinin ardından Calu-1 hücrelerinin morfolojik görüntüleri
	4.2. SRB Canlılık Testi Bulguları
	4.2.1. 24 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.17. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.18. 24 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.13. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının 24 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.14. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 24 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.15. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.16. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 24 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	4.2.2. 48 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.19. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.20. 48 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.17. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının 48 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.18. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 48 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.19. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.20. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	4.2.3. 72 saatlik tedavi sonuçları
	Şekil 4.21. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Şekil 4.22. 72 saat boyunca Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının canlılık yüzdelerinin grafiği (Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir)
	Çizelge 4.21. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücre hattının 72 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.22. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücre hattının 72 saatlik tedavi sonrasındaki canlılık yüzde değerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.23. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	Çizelge 4.24. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin 72 saatlik tedavi sonrasındaki ICR50R ve ICR90 Rdeğerleri (SRB testi)
	4.3. xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analizi Bulguları
	Şekil 4.23. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının VCaP hücrelerindeki 72 saat süreyle hücre indeks değerleri
	Şekil 4.24. Gerçek zamanlı xCELLigence sisteminde kullanılan Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin konsantrasyonların farklı renklerde ve µg/ml birimi kullanılarak gösterilmesi
	Şekil 4.25. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının uygulandığı VCaP hücrelerinin 72. saatteki doz-yanıt eğrisi
	Şekil 4.26. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının VCaP hücrelerindeki 72 saat süreyle hücre indeks değerleri
	Şekil 4.27. Gerçek zamanlı xCELLigence sisteminde kullanılan Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin konsantrasyonların farklı renklerde ve µg/ml birimi kullanılarak gösterilmesi
	Şekil 4.28. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının uygulandığı VCaP hücrelerinin 72. saatteki doz-yanıt eğrisi
	Şekil 4.29. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının Calu-1 hücrelerindeki 72 saat süreyle hücre indeks değerleri
	Şekil 4.30. Gerçek zamanlı xCELLigence sisteminde kullanılan Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin konsantrasyonların farklı renklerde ve µg/ml birimi kullanılarak gösterilmesi
	Şekil 4.31. Rosmarinus officinalis L. alkol ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının uygulandığı Calu-1 hücrelerinin 72. saatteki doz-yanıt eğrisi
	Şekil 4.32. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının Calu-1 hücrelerindeki 72 saat süreyle hücre indeks değerleri
	Şekil 4.33. Gerçek zamanlı xCELLigence sisteminde kullanılan Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin konsantrasyonların farklı renklerde ve µg/ml birimi kullanılarak gösterilmesi
	Şekil 4.34. Rosmarinus officinalis L. infüzyon ekstresinin 6,25 - 400 μg/ml arasındaki konsantrasyonlarının uygulandığı Calu-1 hücrelerinin 72. saatteki doz-yanıt eğrisi
	Çizelge 4.25. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan VCaP hücrelerinin xCELLigence sonuçlarına göre elde edilen ICR50 Rdeğerleri
	Çizelge 4.26. Rosmarinus officinalis L. ekstreleri (alkol ve infüzyon) uygulanan Calu-1 hücrelerinin xCELLigence sonuçlarına göre elde edilen ICR50 Rdeğerleri
	5. TARTIŞMA ve SONUÇ
	KAYNAKLAR DİZİNİ


