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OZGUN ARASTIRMA

Rosmarinik Asidin Cisplatine Karsi Antisitotoksik ve
Antigenotoksik Etkisinin A549 ve Beas-2B Hlcre
Hatlarinda Arastiriimasi

Ozgur VATAN

Bursa Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bursa.

OZET

Rosmarinik Asit (RA) birgok bitki tiiriinde bulunan énemli bir fenolik bilesiktir. Caligmada RA’nin, A549 (insan Akciger Kanser Hiicre
Hatti) ve Beas-2B (Insan Saglikli Bronsial Epitel Hiicre Hatt1) hiicrelerinde, Cisplatin tarafindan olusturulan sitotoksik, genotoksik etki ve
oksidatif strese karsin etkinliginin in vitro olarak belirlenmesi ve boylelikle Cisplatin kemoterapisi sirasinda hastalar tarafindan kullanilabile-
cek RA igerikli bitkisel tiriinlerin Cisplatin tedavisi tizerindeki olasi etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak sitotok-
site belirlenmesinde XTT, genotoksite belirlenmesinde Komet ve oksidatif stres degerlerinin belirlenmesinde ise DCFH-DA yontemleri
kullanilmistir. Yontemlerde hiicreler Cisplatin’in iki farkli dozuna (11, 22 pM) 24 saat siire ile maruz birakilmistir. Hiicreler RA’nin ii¢ farkli
konsantrasyonuna (50, 100, 200 uM) hem tek basina hem de Cisplatin’in iki farkli dozu ile beraber uygulanarak 24 saat siire ile maruz
birakilmistir. Sonug olarak Cisplatin dozlari tarafindan arttirilan; sitotoksik etkiye karsin RA’nin kullanilan konsantrasyonlarinn antisitotok-
sik aktivite, genotoksik etkiye karsin ise antigenotoksik aktivite gosterme potansiyeli oldugu belirlenmistir. RA’nin bu aktivitelerinin teme-
linde de Cisplatin tarafindan arttirilan oksidatif stres parametrelerini azaltici antioksidan ozellik gostermesi oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak RA iceren bitkisel druinlerin, 6zellikle Cisplatin kemoterapisi alan hastalarda bilingsizce tiiketiminin 6nlenmesi gerekliligi gosterilmis-
tir.

Anahtar Kelimeler: Rosmarinik asit. Cisplatin. Antisitotoksite. Antigenotoksite.

Investigation of Anticytotoxic and Antigenotoxic Effect of Rosmarinic Acid Against Cisplatin In A549 and Beas-2B Cell Lines

ABSTRACT

Rosmarinic Acid (RA) is an important phenolic compound found in many plant species. The aim of this study was to determine the efficacy
of RA against Cisplatin-induced cytotoxic, genotoxic effects and oxidative stress in A549 (Human Lung Cancer Cell Line) and Beas-2B
(Human Healthy Bronchial Epithelial Cell Line) cells. In this way, it was aimed to determine the possible effects of RA-containing herbal
products that can be used by patients, on Cisplatin treatment during Cisplatin chemotherapy. For this purpose, XTT assay was used to deter-
mine cytotoxicity, Comet assay was used to determine genotoxicity and, DCFH-DA assay was used to determine oxidative stress values.
Cells were exposed to two different doses of Cisplatin (11, 22 uM) for 24 hours. Cells were exposed to three different concentrations of RA
(50, 100, 200 uM) both alone and in combination with two different doses of Cisplatin for 24 hours. As a result, it was determined, used RA
concentrations have anti cytotoxic activity potential, against the cytotoxic effect increased by Cisplatin and antigenotoxic activity potential,
against the genotoxic effect increased by Cisplatin. It was found that these activities of RA were based on antioxidant properties which
reduced oxidative stress parameters increased by Cisplatin. In conclusion, the necessity to prevent the unconscious consumption of herbal
products containing RA, especially in patients receiving Cisplatin chemotherapy has been shown.
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Kozmetikten gida sanayisine kadar pek ¢ok alanda nus officinalis (Biberiye) bitkisinden izole edilmis
kullanimi bulunan Rosmarinik asit (RA), kafeik asit  olan RA’mn kimyasal yapisi sekil 1 de gosterilmistir®,
ve 3,4 dihidroksifenillaktikasit’in esteridir’. ilk olarak HO
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Daha sonra gerceklestirilen ¢aligmalarla pek cok bitki
familyasina ait farkl tiirlerin de RA igerdigi belirlen-
mistir. Lamiaceae ve Boraginaceae diginda RA igeren
belli bagli familyalara; Apiaceae4, Araliaceae®, Cucur-
bitaceae®, Tiliaceae’, Rubiaceae®, Sterculiaceae’, Zos-
teraceae’®, Blechnaceae™, Anthocerotaceae’? familya-
lar1 6rnek verilebilir.

Chu ve ark. gerceklestirdikleri c¢alismada RA’nin
antiinflamatuar etkinligini farelerde lipopolisakkarit-
lerle indUkledikleri akut akciger yaralanmalarinda in
vivo olarak gostermislerdir'. Sanchez-Campillo ve
ark ise RA’nin UV ismlarindan koruyucu bir ajan
olarak kullamilabilecegini bildirmislerdir®. Bunlarmn
disinda RA’nin antioksidan 6zelliklerinin gosterildigi
birgok ¢alisma bulunmaktadir™. Bununla birlikte
farkli iilkelerde oldugu gibi tilkemizde de RA agisin-
dan zengin Rosmarinus officinalis (biberiye) gibi
bitkilerin halk arasinda farkli semptomlara karsi gele-

neksel olarak kullanimi da oldukga yaygmdir™®?’,

Calismada 6zellikle Cisplatin kemoterapisi alan hasta-
larda, RA kullaniminin olusturabilecegi etkilerin in
vitro olarak gosterilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda Cisplatin’in sitotoksik ve genotoksik
etkilerine karst RA’nin olas1 antisitotoksik ve antige-
notoksik dzellikleri in vitro olarak arastirilmigtir.

Gerecg ve YOontem

Calismada RA’nin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Ger-
many, CAS: 20283-92-5) Cisplatin (Sigma Aldrich
Darmstadt, Germany, CAS: 15663-27-1) tarafindan
olusturulan sitotoksik ve genotoksik etkiye kargi anti-
sitotoksik ~ ve  antigenotoksik  etkinligi = AS549
(ATCC® CRM-CCL-185") insan akciger kanser hiicre
hatt: ve Beas-2B (ATCC® CRL-9609") insan saglikli
bronsial epitel hiicre hatlarinda in vitro olarak arasti-
rilmustir. Bununla birlikte Cisplatin etki mekanizma-
sinda 6nemli rol oynayan Hiicre i¢i Reaktif Oksijen
Tirleri (ROS; “Reactive Oxygen Species”) lzerinde
Cisplatin’in etkisine karsin RA’nin etkinligi de aymi
hiicre hatlar1 kullanilarak arastirilmigtir. Sitotoksite-
antisitotoksite  belirlenmesinde  XTT  ((2,3-bis[2-
metoksi- 4-nitro- 5-sulfofenil]- 2H-tetrazolyum- 5-
karboksianilit i¢ tuzu), genotoksite - antigenotoksite
belirlenmesinde Komet, Hiicre igi, ROS miktar1 belir-
lenmesinde ise 2°, 7’ Diklorohidrofloresein diasetat
(DCFH-DA, Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany,
CAS: 4091-99-0) yontemleri kullanilmustir.

XTT Yontemi

A549 ve Beas-2B hiicreleri 37 °C ve %5 CO, iceren
ortama sahip inkiibatorlerde havalandirmal T75 flask-
lar icerisinde kulture edilmistir. Kiiltiir ortam1 olarak
kullanilan besiyeri igerigi; RPMI 1640 medyum (PAN
Biotech, Aidenbach, Germany), %10 Fetal Calf serum
(PAN Biotech, Aidenbach, Germany) 1mM Sodyum
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Parivat (PAN Biotech, Aidenbach, Germany).1 mM
L- Glutamin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany),
100U/ml Penisilin- 100 pg/ml Streptomisin (Bioch-
rom AG, Berlin, Germany) ile olusturulmustur. Hiic-
reler T75 flasklarin %80’ini kapladiktan sonra tripsi-
nize edilerek siispanse hale getirilmistir. Trypan Blue
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) soliisyonu ile
canliliklar1 belirlenen hiicrelerden 96 kuyucuklu plak-
lara 8000 canli hiicre / kuyucuk seklinde ekim yapil-
mis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonun-
da hicreler deney setlerini olusturacak sekilde RA ve
Cisplatin’in farkli konsantrasyonlarina 24 saat siire ile
maruz birakilmistir. Oncelikle RA nin sitotoksik et-
kinliginin belirlenmesi i¢in hiicreler RA’nin 6 farkli
konsantrasyonuna maruz birakilmigtir (12,5; 25; 50;
100; 200; 400 puM). Buradan secgilen ¢ farkli RA
konsantrasyonu (50; 100; 200 uM) Cisplatin’in daha
onceki c¢alismalarimizda etkinligini belirlemis oldu-
gumuz 22 UM ve 11uM dozlan ile birlikte hiicrelere
uygulanmistir™®, Siire sonunda hiicrelerin canliliklart
XTT Cell proliferation Kit (BI; Biological Industries,
Kibbutz Beit Haemek, Israel) kullanilarak belirlenmis-
tir. Yontem sart renkli bir tetrazolium tuzu olan
XTT’nin canli hiicrelerin mitokondrial suksinat de-
hidrogenaz enzim aktiviesi ile elektron eslestirici
reaktif varliginda portakal renkli formazan kristalleri-
ne doniligmesi esasina dayanmaktadlrlg. XTT uygula-
mas1 muamele siireleri sonrasinda iireticinin 6nerdigi
sekilde gergeklestirilmistir. Ardindan her bir kuyucuk-
taki 450 nm de absorbans degerleri mikroplaka oku-
yucu (Biotek ELx800, Biotek Instruments Inc. VT.
USA) kullanilarak belirlenmistir. Absorbans degerle-
rinden asagidaki formil kullanilarak hiicrelerin %
canlilik degerleri belirlenmistir'®.

ADbsorbans myamete grubu / ABDSOrLANS wontrol gruou X 100

Komet Yontemi

Yontem DNA da meydana gelmis tek zincir kiriklari-
nin ve yiiksek alkali ¢ozelti igerisinde kiriklara donii-
sen alkalilenebilecek noktalarin belirlenmesinde yay-
gin bir sekilde kullanilan 6nemli bir genotoksite yon-
temidir®®. Temel prensibi tek hiicre DNA’simmn lam
tizerine kaplanmis agaroz jel icerinde elektroforetik
alanda gb¢ etmesine dayanmaktadir o nedenle tek
hicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophore-
sis SCGE) olarak ta isimlendirilmektedir, mikroskop-
taki goriintii kuyruklu yildiz benzeri oldugu i¢in Ko-
met (comet) ismi daha yaygin kullanilmaktadir.

Hiicreler havalandirmal1 kapakli T25 flasklar icerisine
50000 canlt hiicre/flask olacak sekilde ekilmistir ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda hiicreler
deney setlerini olusturacak sekilde RA ve Cisplatin’in
farkli konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz bira-
kilmistir. Oncelikle RA’nin genotoksik etkinliginin
belirlenmesi icin hiicreler RA’nin 3 farkli konsantras-
yonuna maruz birakilmistir (50; 100; 200 pM). Bunun
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disinda ayni ii¢c RA konsantrasyonu Cisplatin’in iki
farkli dozu (11 pM ve 22 uM) ile beraber de uygu-
lanmigtir. Siire sonunda hiicreler tripsinize edilerek

stispansiyon haline getirilmistir. Hiicrelere Sing ve ark.

tarafindan gelistirilen alkali komet yontemi kiigiik
modifikasyonlar ile uygulanmistir®. Yéntemde kulla-
nilan tim kimyasallar Sigma Aldrich, (Darmstadt,
Germany)’ten tedarik edilmistir. Ydntemin uygulan-
masinda; muamele sonrasi hiicreler PBS ile yikanmis
ve %0,65 (w/v) lik ‘Low Melting Agaroz’ ile slispanse
edilmistir. Ardindan hiicreler 6nceden agaroz ile kap-
lanmis lamlara yayilmigtir ve liziz ¢ozeltisi (2,5 M
NaCl, 10 mM Na,EDTA, 10mM Tris, %1 (w/v) Tri-
tonX100, %10 (w/v) DMSO, pH=10) icerisinde 4 °C
bir gece inkiibasyon ile liziz edilmistir. Liziz sonrasi
alkali cozelti icerisinde (1 mM Na,EDTA, 300mM
NaOH; pH=13) 30 dakika DNA agilmasi saglandiktan
sonra ayni alkali ¢ozelti igerisinde 30 dakika siire ile
25V, 350 mA akim ile elektroforez islemi gerceklesti-
rilmigtir. Elektroforez sonrasinda lamlar 2 dakika siire
ile 20 pg/ml etidyum bromdr ile boyanarak floresan
mikroskop da (Nikon Eclipse 80i, Nikon Inc, Tokyo,
Japan) uygun filtre kiipu (518 Excitation- 605 Emis-
sion; Nikon CY3(G-2A), Nikon Inc, Tokyo, Japan)
kullanilarak incelenmistir. Her bir grup icin en az 100
komet goriintiisiiniin fotograflar1 ¢ekilmistir (Kame-
ram 21, Argenit Tic.Ltd,Sti. Istanbul Tiirkiye). Komet
goriintiilerinin analizlerinde Komet yazilimi (Mikro-
sistem, Argenit Tic.Ltd,Sti. Istanbul, Tiirkiye) kullani-
larak Kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA igerigi ve
‘Olive Tail Moment (OTM)’ parametreleri degerlen-
dirmeye alinmigtir.

DCFH-DA Yontemi

Hiicre i¢i ROS miktar1 2°, 7’ Diklorohidrofloresein
diasetat (DCFH-DA) yontemi kullanilarak aragtiril-
mugtir. Yontemin temeli, 2°, 7° Diklorohidrofloresein
diasetat’in (DCFH-DA) hiicre igerisine girebilmesine
dayanmaktadir. Hiicre icerisine difiize olan DCFH-DA
hiicresel esterazlar tarafindan deasetillenerek 2°, 7’
Diklorohidrofloresein’e doniistiiriiliir. 2°, 7* Dikloro-
hidrofloresein ise hucre igindeki Reaktif Oksijen Tiir-
leri (ROS) tarafindan floresan 6zellikteki, okside ol-
mus 2°, 7’ Diklorohidrofloresein’e (DCF) doniistiirQ-
lur. Hucre icerisindeki floresan 6zellikteki DCF mik-
tar1 ROS miktar1 ile orantilidir®.

Kiiltiirdeki hiicreler. 8000 canli hiicre/ kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu siyah plakalara ekilmistir ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicreler
RPMI 1640 medyum icerisinde 50 uM DCFH-DA ile
37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkibatérde 4 saat
inkiibe edilmislerdir. Ardindan hiicre igerisine gire-
memis DCFH-DA’nin fazlasi seri PBS yikamalari ile
uzaklagtirnlmigtir. DCFH-DA yiiklenmis hiicrelerde,
komet yonteminde belirtilen deney gruplart olustu-
rulmustur. 24. saatte hiicre icerisindeki ROS miktari,
hiicre icerisinde olusan floresan ozellikteki 2°, 7° Dik-

lorofloresein (DCF) miktarinin, flourometrik mikrop-
laka okuryucuda (Fluoroskan Ascent FL 2.6 Thermo
Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finland) 480 nm Excita-
tion / 530 nm Emission dalga boylarinda olusan Rela-
tif Floresans Unite (RFU) cinsinden belirlenmesiyle
arastirilmistir.

istatistiksel Analizler

Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Bulgularda verilen degerler ortalama degerler = Stan-
dart Sapma degerleri seklindedir. Istatistiksel analizler
SPSS 22.0 programi kullanilarak gergeklestirilmistir
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Verilerin normallik
analizleri Kolmogorov-Simirnov Z testi ile gercekles-
tirilmigtir. Kargilagtirmalarda One Way ANOVA testi,
varyanslarin homojenligine goére de Tukey veya Tam-
hane testleri kullanilmistir. Tiim testlerde istatistiksel
anlamlilik degeri p< 0,05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

XTT Bulgulari

XTT testi sonucunda elde edilen % Canlilik degerleri
A549 hiicreleri igin Sekil 2 de, Beas-2B hicreleri icin
ise Sekil 3’te grafik olarak verilmistir. 12,5 pM, 25
KM, 50 pM, 100 pM, 200 uM ve 400 uM RA uygu-
lamalart her iki hiicre hattinda da sitotoksik etki gos-
termemistir. Her bir uygulama, kendi hiicre hattindaki
kontrol grubu olan biiyiime kontrol grubu ile % hiicre
canliligi acisindan karsilagtirilmis ve istatistiksel ola-
rak anlaml bir farklihik belirlenmemistir (p>0,05). Iki
hiicre hattinda da iki farkli Cisplatin (11 pM ve 22
M) dozlariyla birlikte uygulanan RA konsantrasyon-
lar1 (50, 100 ve 200 pM) ile olusturulan gruplarin %
hiicre canlilik degerleri, ilgili Cisplatin dozunun tek
basina uygulanmasi ile olusturulan grup ile karsilasti-
rilmigtir. A549 hiicrelerinde 11 pM Cisplatin dozu %
hiicre canlilik degerini 67,5 + 2,081’¢e indirerek istatis-
tiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik etki goster-
mistir (Kontrol grubu olan Biiylime kontrol grubu ile
karsilagtirilmigtir; p= 0,008). 11 uM Cisplatin dozu ile
beraber uygulanan 100 ve 200 uM RA konsantrasyon-
lar1 Cisplatin’in olusturdugu sitotoksik etkiyi azaltarak
istatistiksel olarak anlamli diizeyde antisitotoksik etki
gostermistir (sirasiyla p=0,029; p=0,02). Benzer sekil-
de 22 uM Cisplatin dozu da istatistiksel olarak anlaml
diizeyde sitotoksik etki gdstermistir (p= 0,002). 22 pM
Cisplatin dozu ile birlikte uygulanan 50 uM, 100 uM
ve 200 uM RA konsantrasyonlar1 Cisplatin’in olustur-
dugu sitotoksik etkiyi azaltarak istatistiksel olarak
anlaml diizeyde antisitotoksik etki gostermistir (sira-
styla; p=0,003; p=0,001; p<0,001).
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Sekil 2.
A549 hiicrelerinde % canlilik degerleri.
(RA: rosmarinik asit, Cis: cisplatin).

Beas-2B hicrelerinde de 11 ve 22 uM Cisplatin dozu
istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksik etki
gostermistir (sirastyla; p= 0,011; p<0,001). 11 uM
Cisplatin dozu ile beraber uygulanan 100 ve 200 pM
RA konsantrasyonlart Cisplatin’in olusturdugu sito-
toksik etkiyi azaltarak istatistiksel olarak anlamli di-
zeyde antisitotoksik etki gOstermigtir (sirasiyla
p=0,01; p=0,009). 22 uM Cisplatin dozu ile birlikte
uygulanan 50,100 ve 200 pM RA konsantrasyonlari
da Cisplatin’in olusturdugu sitotoksik etkiyi azaltarak
istatistiksel olarak anlamli diizeyde antisitotoksik etki
gostermistir (U¢ konsantrasyon icin de; p<0,001).
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Sekil 3.
Beas-2B hiicrelerinde % canlilik degerleri.
(RA: rosmarinik asit, Cis: cisplatin).

Komet Bulgular

Elde edilen mikroskobik komet gdrunti ornekleri
Sekil 4’te gosterilmistir.

A549 hiicrelerinde elde edilen Komet bulgular1 Tablo
I’de Beas -2B Hiicrelerinden elde edilen komet bulgu-
lar1 ise Tablo II’de gosterilmistir. Uygulanan 50 puM,
100 pM ve 200 pM RA konsantrasyonlarinin, hem
A549 hem de Beas-2B hiicrelerinde degerlendirilen ¢
komet parametresi olan kuyruk uzunlugu, kuyruk %
DNA ve OTM degerlerini kendi kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistirme-
dikleri belirlenmistir (p> 0,05). A549 ve Beas-2B
hicrelerinde Cisplatin’in 11 uM ve 22 pM’lik dozla-
rinin, degerlendirilen komet parametrelerinin her {igl-
ni de istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdig
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belirlenmistir (her biri i¢in p< 0,001). A549 ve Beas-
2B hucrelerinde 11 uM ve 22 uM’lik Cisplatin dozlari
ile arttirilmis olan komet parametrelerinin, ilgili Cisp-
latin dozu ile beraber uygulanan 50 uM, 100 uM ve
200 uM’lik RA tarafindan istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltildig1 belirlenmistir (p<0,001)

Sekil 4.

Komet goriinti 6rnekleri. A: A549 hiicrelerinde BK
(buyume kontrol) grubundan elde edilen mikroskobik
(20X) komet goriintiisii drnegi. B; A549 hiicrelerinde
22 uM Cisplatin grubundan elde edilen mikroskobik
(20X) komet gériintiisii ornegi C; A549 hiicrelerinde
200 uM RA (rosmarinik asit) + 22 uM Cisplatin gru-

bundan elde edilen mikroskobik (20X) komet
goruntlsii 6rnegi

Tablo I. A549 Hicrelerinden Elde Edilen Komet

Bulgular
Ortalama + SS
Kuyruk Kuyruk %DNA O™
uzunlugu (um)
BK 131402605 | 5204+1556 | 0,242+0,111
50 UMRA | 13400+2,874 | 5336+2.155 | 0,240+0,142
100 UMRA | 13230+3393 | 4,809+1818 | 0,212+0,121
200 UMRA | 13860 +3207 | 5219+2,002 | 0,230+0,131
11 UM Cis 47520+ 7639 | 37,766 +6,689 | 12,706 + 3,120
S0 UMRA* 55 390 + 2,069+ | 21,795 + 1,766 | 4,791 + 0,681
11 pM Cis
100 UMRA+ 11 200 + 2,661+ 5,370 + 1,862+ | 0,302 + 0,429+
11 uM Cis
200 UIMRA* |15 950 + 1 6410 | 6312 + 1,081 | 0,298 + 0,088+
11 pM Cis
22 UM Cis 68,880+ 3201 | 53740+6,683 | 20474+ 398
SOUMRAT 22| 43 300 + 6,144 | 32,402 + 2,0845" | 10,274 + 1,366
uM Cis
100 UMRA+ |35 480 + 1,0100 | 22,132 + 2,073 | 4,637 + 0,6640"
22 uM Cis
200 UIMRA* | 36 290 + 52000 | 32,311 + 4,2100 11,227 + 2,128
22 uM Cis

SS; Standart Sapma, OTM; “Olive Tail Moment”, BK;
Blyime Kontrol, RA; Rosmarinik Asit, Cis; Cisplatin. (%
ayni parametrenin 11 pM Cis grubu ile kargilastirilmustir, *;
ayn1 parametrenin 22 pM Cis grubu ile karsilastirilmistir,
“*p<0,001)
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Tablo Il. Beas-2B Hiicrelerinden Elde Edilen Komet

Bulgulari
Ortalama + SS
Kuyruk Kuyruk
uzunlugu (um) %DNA oM
BK 10520+ 2,642 | 4761+0982 | 0,157+0,075
50 uM RA 0703+2984 | 494040981 | 0,178+0,082
100 PMRA | 8860+3638 | 4768+1,044 | 0,132+0,070
200 UMRA | 9,820+3037 | 503140895 | 0,134 0049
11 pM Cis 44300 + 6,507 | 33789+2,618 | 10,544 + 1,229
50 UMRA+ 155 870 + 4,640:" | 17,018 + 3,802 | 2,470 + 0,980+
11 pM Cis
100 UMRA+ 144 570 + 1,305+ | 5742 + 1,312+ | 0,235 + 0,071
11 uM Cis
200 UM RA + » » -
1uCis | |12410%2500" | 4952:£1224+" | 0,186 0,065
22 UM Cis 67,850 +3,937 | 54,183+7303 | 20,928 + 3937
SOUMRA* 22| 48 000 + 75175 | 37,103 + 6,216 | 12,663 + 3,081
uM Cis
100 UM RA + - o -
22y Cls | | 327302382 | 21,680 £ 3501 | 4,483+ 0,750
200 UIMRA* |16 930 4+ 14926 | 6,387 + 1,245 | 0,337 + 0,097
22 pM Cis

SS; Standart Sapma, OTM; “Olive Tail Moment”, BK;
Blylme Kontrol, RA; Rosmarinik Asit, Cis; Cisplatin. (%
ayn1 parametrenin 11 pM Cis grubu ile karsilagtirilmustir, °;
ayni parametrenin 22 pM Cis grubu ile karsilastirilmustir,
' p<0,001)

DCFH-DA Bulgulan

A549 hiicrelerindeki ROS miktart RFU (Relatif Flore-
san Unit) cinsinden grafik olarak Sekil 5’te Beas-2B
Hicrelerindeki ise yine RFU cinsinden grafik olarak
Sekil 6’da gosterilmistir.

AS40 Hiicrelerinde Hilcre ici ROS Mikian

B 50

Uyigulama Gruplary

Sekil 5.
A549 hiicrelerinde hiicre i¢i ROS miktari. (ROS:
““reactive oxygen species” reaktif oksijen tirleri,
RFU: relatif floresan tnite, RA: rosmarinik asit,
Cis: cisplatin).

Beas-2B Hiicrelerinde Hilere icl ROS Mikran

RFU

Uygulama Gruplan

Sekil 6.

Beas-2B Hiicrelerinde Hiicre i¢i ROS miktari. (ROS:
““reactive oxygen species” reaktif oksijen tirleri,
RFU: relatif floresan Unite, RA: rosmarinik asit,

Cis: cisplatin).

Hem A549 hem de Beas-2B hucrelerinde Bliyume
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 50 pM, 100 uM
ve 200 uM’lik RA uygulamalarinin hiicre i¢i ROS
miktarini istatiksel olarak anlamli bir sekilde degistir-
medigi belirlenmistir (p>0,05). 11 uM ve 22 uM’lik
Cisplatin dozlarinin biiytime kontrol grubu ile kargi-
lastirildiginda her iki hiicre hattinda da hiicre igi ROS
miktarin1 anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir
(p<0,001 her biri icin). Bununla birlikte yine her iki
hiicre hattinda iki farkli Cisplatin uygulamasi tarafin-
dan arttirilmis olan hiicre i¢i ROS miktarinin RA’nin
U¢ konsantrasyonu tarafindan da anlamli bir sekilde
diistiriildiigi belirlenmistir (p<0,001).

Tartigma ve Sonug

Eukaryotik hiicrelerde, kusursuz g¢aligan mitokondrial
solunum zinciri ve diizenli mitokondrial membran
bitiinliigi hiicre canlilig1 icin temel olusturmaktadir.
Mosmann gerceklestirdigi ¢aligmalar ile hiicre canlili-
&1 ve hiicre proliferasyonunu belirlemede mitokondrial
solunum zinciri ve dizenli mitokondrial membran
biitinliigiine dayanan Kkantitatif kolorimetrik MTT
yontemini gelistirmistir. Yéntem mitokondrial de-
hidrogenez enzimlerinin bir tetrazolium tuzu olan
MTT (3-(4,5-dimetiltazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium
bromit)nin canli hiicre mitokondrial dehidrogenazlari
tarafindan mavi renkli formazan iiriinlerine doniistiir-
mesi esasina dayanmaktadir. Olusan formazan miktar1
kolorimetrik olarak olgtilebilmektedir ve mitokondrial
faaliyetlerini yerine getirebilen, yani kiiltiirdeki canli
hiicre sayist ile orantilidir®®?. Bu ¢alismada kullanilan
XTT yodntemi benzer temele dayanan, yine bir tetrazo-
lium tuzu olan XTT ((2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolium-5-carboksianilit ~ ic  tu-
zu)’nin kullamildig1 yontemdir. XTT nin canlt hiicreler
tarafindan doniistiiriildiigii formazan triinlerinin ¢6zU-
nirligi MTT den daha iyi oldugu i¢in uygulamada
canli hiicreleri belirlemek daha hizli sekilde gergekle-
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sebilmektedir’®®. Bu nedenle calismada, sitotoksik -
antisitotoksik etkinin belirlenmesinde siklikla kullani-
lan bir yontem olan XTT yontemi tercih edilmistir.

Caligmada kullanilan kemoterapétik ilag olan Cispla-
tin akciger kanserinin de aralarinda bulundugu pek
cok kanser tiriiniin tedavisinde kullanilan bir ilagtir®.
Manojkumar ve ark gergeklestirdikleri caligmada
A549 hiicrelerinde, 24 saatlik uygulama sonrasinda
Cisplatin’in ICsq (“Half maximal inhibitory concentra-
tion”) degerini 61%+1,5 UM olarak belirlemislerdir?’.
Liu ve ark ise gerceklestirdikleri ¢aligmada ayni para-
metreyi 13,56+0,88 olarak belirlemistir®®. Beas-2B
hicrelerinde Cisplatin’in 1Csq degerini Zi ve ark
(2018) 12,86+0,25 uM olarak belirlerken®, Apohan
ve ark. tarafindan ise 10,56 uM olarak belirlemistirso.
Escola ve ark. ise 72 saatlik Cisplatin uygulamasi
sonrasinda Beas-2B hicrelerindeki 1Cs, degerini
11.7+0,5 olarak belirlemistir®. Cesitli ¢ahismalarda
A549 ve Beas-2B hicrelerinde Cisplatin’in belirlenen
ICso degerleri arasindaki farkliliklar goze carpmakta-
dir. Ayni hiicre hatlar1 kullanilsa da farkli laboratuvar-
larda gercgeklestirilen caligmalarda elde edilen ICsg
degerleri arasinda deneysel kosullar nedeniyle farkli-
liklar goriilmektedir. Bu ¢aligmada kullanilan Cispla-
tin konsantrasyonlari olan 11 pM ve 22 pM’lik dozlar
onceki calismalarimizdan elde ettigimiz 1Csy degerle-
rini yansitan konsantrasyonlar oldugu igin tercih edil-
mistir’®, Bunun sonucunda da XTT testi sonrasinda
beklenildigi iizere Cisplatin’in iki dozu da her iki
hiicre hattinda da anlamli diizeyde sitotoksik etki
gostermistir. %100 olan hiicre canlilig1 Cisplatin’in 11
UM ve 22 pM’lik dozlari tarafindan A549 hiicrelerin-
de sirasiyla; %67,5 ve %48,25 degerlerine indirilirken
aym  degerler Beas-2B  hucrelerinde  %65,75
ve %46,25 olarak belirlenmistir.

RA’nin ¢aligmada kullanilan konsantrasyonlar1 (12,5 —
400 pM) her iki hiicre hattinda da sitotoksik etki gos-
termemistir. Bahri ve ark.. farkli hiicre hatlarinda RA
ve karnosik asit’in apoptotik etkilerini aragtirdiklar
caligmalarinda A549 hiicrelerinde WST-1 [2- (4-
iodofenil)- 3- (4-nitrofenil)- 5 -(2, 4-disilfofenil)- 2H-
tterazolyum] yontemi ile RA sitotoksitesini degerlen-
dirmisler ancak kullandiklar1 en yiiksek konsantrasyon
olan 100 uM’lik konsantrasyonda dahi her hangi bir
sitotoksik etki gézlemlememislerdir®. Fialova ve ark.
gerceklestirdikleri caligmada AS549  hiicrelerinde
RA’nin ICsy degerini >300 uM olarak belirlemisler-
dir®®. Benzer sekilde Junming ve ark. Beas-2B hiicre-
lerinde RA’nin sitotoksik etki gostermeye basladigi

degerin 330 pM’1n iizerinde oldugunu belirtmislerdir®.

Bu ¢alismada da hem A549 hem de Beas-2B hiicrele-
rinde 24 saatlik RA uygulamasi 400 uM’lik konsant-
rasyonda dahi sitotoksik etki gdstermemistir. Yine bu
calismada RA’nin 100 ve 200 puM’lik konsantrasyon-
lar1, her iki hiicre hattinda da Cisplatin’in her iki dozu
tarafindan arttirilmis olan sitotoksik etkiyi anlamli
diizeyde indirgemistir. Bu indirgeme; RA’nin, Cispla-
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tin’in sitotoksik etkisine karsin bir antisitotoksik etkin-
lige sahip oldugunu gdstermektedir.

Cisplatin akciger kanserlerini de igermekte olan pek
¢ok kanser tiiriine karsin kullanilan bir kemoterapotik
ilagtir. Hiicre igerisine girince aktive olan Cisplatin’in
sahip oldugu klor atomlari sitoplazmada hidroliz edilir.
Olusan bu hidrolize {iriin, kazandig: elektrofil 6zelligi
ile hiicresel proteinlerin siilfidril gruplarma ve
DNA’daki azot atomlarina saldirarak hiicre bolinme-
sini durdurarak apoptotik hiicre 6lumana tetikler. Bu
nedenle Cisplatin, temelde DNA hasarina yol agarak
sitotoksik etkinligini gostermektedir®. Calismada
A549 ve Beas 2B hiicrelerinde Cisplatin’in neden
oldugu DNA hasar1 komet yontemi ile degerlendiril-
migtir. Elde edilen komet parametreleri degerlendiril-
diginde Cisplatin’in her iki dozu ile de DNA hasarini
anlaml diizeyde arttirdig1 belirlenmistir. RA’nin Cisp-
latin ile birlikte uygulandig1 gruplarda uygulama kon-
santrasyonlarinin her icti de (50 pM, 100 uM, 200
UM) Cisplatin tarafindan arttirilmig olan DNA hasarini
anlamh diizeyde azaltmistir. Dolayisiyla RA Cispla-
tin’in genotoksik etkinligine karsin antigenotoksik
aktivite sergilemistir.

Oksidatif stres, Cisplatin toksisitesinin temel meka-
nizmasim olusturmaktadir. Mitokondriler Cisplatin
kaynakli oksidatif stresin 6nemli hedeflerindendir ve
Mitokondrial proteinlerin siilfidril grubu kaybi, kalsi-
yum aliminin inhibisyonu ve midokondrial memran
potansiyelinin azalmasina neden olarak hiicreleri 610-
me siiriiklemektedir®. Cisplatin maruziyeti ile hiicre
icerisinde olusan oksidatif stres ile artan Reaktif Oksi-
jen Tirleri de DNA’ya saldirarak DNA hasarina yol
acmakta ve hiicreleri 6liime siiriiklemektedir®®,

Bu ¢aligmada Cisplatin’in neden oldugu oksidatif stres
her iki hiicre hattinda da DCFH-DA yontemi kullani-
larak degerlendirilmistir. Cisplatin uygulamasinin her
iki dozu da hiicre i¢i ROS miktarinm1 anlamh diizeyde
arttirmis buna karsin Cisplatin ile birlikte uygulanan
RA konsantrasyonlarinin {i¢ii de (50 uM, 100 pM, 200
MM) Cisplatin tarafindan indiiklenmis olan ROS mik-
tarin1 anlaml diizeyde azaltmigtir. De Oliveira ve ark.
Gergeklestirdikleri ¢alismada etanoliin neden oldugu
ROS artis1 iizerine RA’nin etkilerini fare periferal kan
hucrelerinde DCFH-DA yodntemini kullanarak aras-
tirmiglar ancak RA’nin etanoliin neden oldugu ROS
artigint anlamli bir sekilde diisiirmedigini belirtmigler-
dir®®. Séz konusu ¢alismamn aksine, bu calismada
RA’nin, Cisplatin’in neden oldugu ROS artigin1 an-
laml1 diizeyde azalttig1 belirlenmistir. Bu indirgemeye
RA’nin sahip oldugu giiglii antioksidan etkinin neden
oldugu diistiniilmektedir. Kim ve Lee., ger¢eklestir-
dikleri ¢alismalarinda Perilla frutescens bitkisinden
izole ettikleri RA’nin sahip oldugu giiclii antioksidan
etkiyi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidazil) ve ABTS
(2,2'-azino-bis  (3-etilbenztiazolin-6-sulfonik  asit)
radikal suplrucu aktiviteleri Uzerinden gostermigler-
dir”®. Benzer yontemleri kullanarak Vergine ve ark.



Cisplatin’e Kars1 Rosmarinik Asit

Salvia tiirlerinden izole ettikleri RA’nin gii¢lii antiok-
sidan etkinligini gostermeslerdir®™. Erkan ve ark. ger-
ceklestirdikleri ¢aligma ile RA’nin antioksidan 6zelli-
gini ortaya koymuslard1r42. Bunlarin disinda pek c¢ok
calismada da RA’nin giiclii bir antioksidan oldugu

vurgulanmaktadir™®,

RA sahip oldugu giiclii antioksidan etki ile Cisplatin
toksisitesinin temel mekanizmasini olusturan oksidatif
stres sonucu hiicre icerisinde olusan asir1 ROS biriki-
mini engellemistir. Calismada elde edilen DCFH-DA
bulgular1 bu engellemeyi agik¢a ortaya koymaktadir.
Bu engelleme sonucunda RA yine Cisplatin’in neden
oldugu DNA hasarlarin1 ve dolaysiyla da hiicre 6liim-
lerini azaltarak antigenotoksik ve antisitotoksik 6zellik
gostermistir. Bu 6zellikleri ile RA Kimyasal engelle-
me* stratejisi cercevesinde genotoksik ajanlarin etki-
lerini indirgemede kullanilabilecek 6nemli bir antige-
notoksik ajan olarak goriilmektedir. Bu baglamda
Venkatachalam ve ark. gerceklestirdikleri ¢aligmada
sicanlarda 1,2-dimetilhidrazin ile indiklenen kolon
karsinogenezine karsin RA’nin iyi bir kimyasal engel-
leme ajani oldugunu ortaya koymuslardir®. Bu 6zel-
likleri ile Ulkemizde de gesitli medya organlarinda RA
veya RA igeren bitkisel Uriinlerle ilgili kansere iyi
geldigi yoniinde haberler zaman zaman yer almakta-
dir”®. Bu gibi haberler, gesitli bitkisel tiriinlerin halk
arasinda bilingsizce tiiketilmesine neden olmaktadir.
Pek c¢ok ¢aligma RA ve veya RA igeren; Rosmarinus
officinalis (Biberiye), Calendula officinalis (Saripat)
Salvia officinalis (Adagay1), Melissa officinalis (Ogu-
lotu)* gibi bitkilerden elde edilen gesitli tiriinler kim-
yasal engelleme stratejisi cercevesinde genotoksik
ajanlarm etkilerinden korunmak amacl kullanilabile-
cegine yonelik bulgular sunmaktadir. Bu ¢aligma da
RA’nin sahip oldugu antigenotoksik aktivite nedeniyle
kimyasal engelleme stratejisi cercevesinde ozellikle
DNA hasarlarina karsi korunmak amaci ile kullanila-
bilecegini gostermektedir. Ancak bu ¢alismamiz 6zel-
likle Cisplatin kemoterapisi sirasinda RA’nin biling-
sizce tliketiminin Cisplatin’in etkinliginde indirgen-
meye neden olabilecegini gostermistir. Bu nedenle
Ozellikle kemoterapi uygulamalarinda hastalarin bu
konularda bilinglendirilmesine yonelik yaklagimlarin
arttirilmasi gerektigini diiginmekteyiz.
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