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OZET

Bu c¢alismada, insan (T98G) ve sican glioma (C6) hiicreleri iizerindeki
protokatekuik asitin farkli dozlarinin (0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM) hiicre
morfolojisi, cogalmasi ve apoptotik-nekrotik etkileri zamana bagli olarak incelenmistir.
Protokatekuik asitin hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkileri 3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromid (MTT) ve notral kirmizisi (NR) yontemleriyle
degerlendirilmistir. Protokatekuik asitin, T98G hiicrelerinde, hem hiicre morfolojisi
hem de ¢ogalmasi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: belirlenmistir (p>0,05). C6
hiicrelerinde ise 24 saatte 2 mM, 48 saatte ise 1,5 mM dozundan itibaren hiicre
morfolojisi lizerinde degisikliklere neden oldugu gozlenmistir. Hiicre cogalmasi
tizerindeki baskilayic1 etkisi ise 24 saatte 2 mM (p<0,001); 48 saatte ise 1,5 mM
(p<0,001) dozundan itibaren goriilmeye baslanmistir. MTT yontemine gore 24 ve 48
saatteki ICsp degerleri sirasiyla 2,79 ve 1,84 mM, NR yontemine gore ise 2,67 ve 1,79
mM olarak hesaplanmigtir. Segilen protokatekuik asit dozlariin C6 hiicreleri {izerinde
doza ve zamana bagli olarak anlamli bir nekrotik etkiye neden olmazken (p>0,05),
apoptotik etkiyi artirdigi belirlenmistir (p<0,001). Elde edilen tiim veriler, tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilagtirma yontemi ile

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak, protokatekuik asitin doza ve zamana bagli olarak hiicre
morfolojisi, ¢ogalmas1 ve apoptotik ve/veya nekrotik etkileri T98G ve C6 glioma
hiicreleri tizerinde ilk defa incelenmistir. Protokatekuik asitin, doza ve zamana bagl
olarak T98G hiicrelerinde, hem hiicre morfolojisi hem de ¢ogalmasi tizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigi buna ragmen, C6 hiicrelerinde hiicre morfolojisini etkiledigi,

hiicre ¢cogalmasini baskiladig1 ve apoptotik etkiyi arttirdig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Protokatekuik asit, glioma, sitotoksisite, apoptoz
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SUMMARY

In this study, cell morphology, cell proliferation, apoptotic and necrotic effects
of different doses of protocatechuic acid (0.5; 0.75; 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5 mM) on human
(T98G) and rat glioma (C6) cells time dependent manner are investigated. The effects
of protocatechuic acid on cell proliferation are evaluated with 3 - (4,5-Dimetiltriazol-2-
yl) -2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) and neutral red (NR) methods. It is
determined that protocatechuic acid hasn't any effect on both morphological and
proliferation on T98G cell (p>0.05). It is observed that protocatechuic acid cause cell
morphological changes in C6 cells as beginning from dosage of 2 mM at 24 hr and 1.5
mM at 48 hr. Its effect on cell viability is observed as beginning from doses 2 mM at
24 hr (p<0.001) and 1.5 mM at 48 hr (p<0.001). While 1Cs values are calculated as
2.79 and 1.84 mM for 24 and 48 hr respectively according to MTT method; these values
are calculated as 2.67 and 1.79 mM according to NR method. It is observed that chosen
doses of protocatechuic acid do not cause significantly any necrotic effect on C6 cells
depending on dose and time(p>0.05); on the other hand, increase apoptotic effect
(p<0.001). Obtained all data evaluated as statistically, with one way analysis of

variance (ANOVA) and then Tukey’s multiple comparison tests.

As a result; cell morphology, cell proliferation, apoptotic and necrotic effects of
protocatechuic acid by depending on doses and time are researched on T98G and C6
cell lines for the first time. Protocatechuic acid dose and time dependent in T98G cells,
has no effect on cell morphology and also on the proliferation of cells any significantly,
although on C6 cells, effects cell morphology, inhibits cell proliferation and increases
apoptotic effects was determined.

Key Words: Protocatechuic acid, glioma, cytotoxicity, apoptosis
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1. GIRIS

Hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde ¢ogalmasi olarak tanimlanan kanser,
tim teknolojik gelismelere ragmen giiniimiizde hala Gliimle sonuglanan hastaliklar
arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Cooper ve Hausman, 2006). Ayrica, giin gegtikce

kanser vakalarinin sayisindaki artis ise bilim adamlarini1 endiselendirmektedir.

Glioblastoma multiforme (GBM) glial hiicrelerden kdken alan, koéti huylu bir
beyin timori ¢esididir (Karmakar, et al., 2006). Timoriin tedavisinde kullanilan
radyoterapinin beyinde hasar olusturmasi, cerrahi miidahale ile tlimoriin tam
temizlenememesi ve kullanilan kemoterapdtik ilag sayisinin siirli olmasiyla birlikte
kanserli hiicrelerin kullanilan ilaglara kars1 direng gelistirmesi bu hastaligin tedavisini
giiclestirmektedir (Das, et al., 2008; Reithmeier, et al., 2010). Bu nedenle hastaligin
tedavisinde yan etkileri az, fakat daha etkili yeni kimyasal ajanlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin, farkli kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1
baskilayici etkilerinin oldugu yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarla belirlenmistir
(Nandi, et al., 2007; Oztopcu-Vatan, et al., 2009; Uyar, vd., 2013). Protokatekuik asit
de, bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bir bilesiktir. Yapilan ¢alismalarda farkli
kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 baskilayict ve apoptozu indiikleyici etkisinin oldugu
belirlenmistir (Tanaka, et al., 2011). Ayni zamanda normal hiicrelerde toksik bir etki
gostermemesi bilim adamlarinin ilgisini bu madde {izerine ¢ekmektedir (Yin, et al.,
2009).

Bu c¢aligmada ilk olarak protokatekuik asitin insan glioblastoma multiforme
(T98G) ve sican glioma (C6) hiicre morfolojisi iizerindeki olas1 etkilerinin incelenmesi
planlanmistir. Doza ve zamana bagli olarak hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkileri ise
mitokondriyal aktiviteye dayali 3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromid
(MTT) ve lizozomal aktiviteye dayali notral kirmizisi (NR) yontemleri kullanilarak

arastirilmast amaclanmistir.  Son olarak hiicre 6liimii ¢esidinin (nekroz ve/veya



apoptoz) belirlenmesi amaciyla da hiicre oliimii belirleme Kitinin kullanilmasi

hedeflenmistir.

Boliimlere gore ele alinan konular su sekildedir. Boliim 2° de hiicre ¢ogalmasi,
hiicre 6liim tipleri, kanser, glioblastoma multiforme ve protokatekuik asit ile ilgili
bilgiler verilmis; Bolim 3’de protokatekuik asitin glioma hiicre morfolojisi iizerindeki
etkileri, hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkileri ve aktive ettigi hiicre 6liim ¢esidi farkl
yontemlerle belirlenmis; Boliim 4’de ise bu yontemler sonucunda elde edilen bulgular

aciklanmis son boliimde de diger yapilan ¢aligsmalar ile karsilastirilarak tartigilmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Dongiisii

Bedenimizdeki dokularin pek ¢ogu, ihtiya¢ halinde yenilerini olusturabilmek
icin boliinebilen hiicrelerden olugmaktadir (Alberts, vd., 2008). Hiicre dongiisii,
¢ogalmak i¢in uyarilmis bir hiicrede gergeklesen bir dizi gegici biyokimyasal aktivite ve
morfolojik degisikliklerin goriildiigi siire¢ olarak tanimlanabilir (Cooper ve Hausman,
2006).

Okaryotik hiicreler, béliinme sinyali almadiklar siirece istirahat fazi denilen Gy
evresinde boliinmeden beklerler.  Hiicre boliinmesini uyaran sinyaller (biiyiime
faktorleri, sitokinler vb.) alindiginda ise hiicre boliinmeye sevk edilir. Hiicreler dnce
interfaz adi1 verilen bir hazirlik evresi gegirir. Bu hazirlik evresinde genellikle hiicre
hacim olarak biiyiir, DNA replikasyonu gerceklesir, boliinme igin gerekli olan gesitli
diizenleyici proteinler ve molekiiller sentezlenir. Interfaz, kendi icinde Gy, S, ve G,

olmak tizere ii¢ evreden olusur.

G; evresinde bulunan bir hiicre metabolik olarak aktiftir ve hiicre bdéliinmesinde
gorev alacak olan gesitli proteinlerin sentezini gergeklestirmeye baslar. Bir sonraki evre
olan S evresinde ise DNA eslesmesi gergeklesir. G, evresinde ise hiicrenin hacimce
biiyiimesi devam eder ve mitoz i¢in gerekli proteinlerin sentezi giderek azalmaya baslar.
Hiicre interfaz sathasini tamamladiktan sonra profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve

sitokinez evrelerini iceren mitoz evresine girer (Garrett, 2001).

Hiicre dongiisii, G1-S, G,-M ve M fazindaki gesitli gecis noktalarinda dongiiye
0zgl proteinler olan siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve
siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilir. Siklinler,
CDK ve CDFI’lerinin diizeyleri hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda farklilik gosterir

ve oldukc¢a karmasik bir diizen i¢inde dongiiniin ilerlemesini diizenlerler (Vermeulen,et
al., 2003; Cabadak, 2008).



2.2. Hiicre Oliimii

Insan viicudunda gelisen tiim doku ve organlar tek bir hiicreden meydana
gelmektedir. Embriyonik ve fetal gelisim siirecinde yeni olusan hiicreler hizla
boliinerek cesitli doku ve organlart olusturmaktadir. Bu siirecte hiicre farklilagsmasi ya
da organizmanin biitiiniiniin olugmasini saglayabilmek igin bazi hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi gerekmektedir. Bu sayede organizmada belli bir homeostaz saglanmis olur
(Hengartner, 2000) Ayrica gesitli nedenlerle hasara ugramis hiicrelerin de organizmaya
zarar vermemeleri i¢in ortadan kaldirilmalart gerekmektedir. Hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi siirecine hiicre 6liimii adi verilir (Yildirim vd., 2007; Altunkaynak ve
Ozbek, 2008). Genel olarak, biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik olarak ele
alindiginda hiicre 6liimiiniin farkli sebeplerle ortaya ¢ikabilen ve birbirinden farkl
mekanizmalara sahip olan {i¢ farkli tiirii oldugu bilinmektedir. Bunlar nekroz,

programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve otofaji’dir (Kroemer, 2009).

2.2.1. Nekroz

Nekroz, hiicrelerin genellikle olumsuz fiziksel ya da kimyasal sartlar sonrasinda
yaralanmas1 ve bunun sonucunda da sisip, patlayarak 6lmesi olarak tanimlanabilir.
Nekroza ugrayan bir hiicrede, zar biitiinliigii bozuldugu i¢in hiicrenin gecirgenligi artar.
Hiicre igine asir1 sivi girmesinden dolayi hiicreler siser (Kumar, vd., 2002; Altunkaynak
ve Ozbek, 2008). Artan zar gegirgenlifinin sonucunda ise hiicre ve organel
parcalanmasi ve bu igerigin hiicreler arasi bosluga salinmasi gergeklesir. Bu olay da
iltihaplanmaya (inflamasyon) neden olmaktadir. Bu nedenle iltihaplanma nekrozun en

onemli isaretlerinden birisidir (Proskuryakov, et al., 2003; Festjens, et al., 2006).

Nekrozun gerceklesmesine neden olan ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenler
vardir. Fiziksel etkenlerin icerisinde nekroza neden olan en Onemli faktér oksijen
yetersizligi anlamina gelen hipoksidir. Ayrica travmatik durumlarda, yiiksek dozda

radyasyona maruz kalinmasi da nekrozla sonuc¢lanmaktadir. Siyanid, arsenik gibi toksik



kimyasal maddelerinde nekroza neden oldugu bilinmektedir (Altunkaynak ve Ozbek,
2008).

2.2.2. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii (apoptoz), embriyogenez doneminden baslayarak tiim
yasam boyunca organizmanin sekillenmesi, hiicreler arasindaki homeostazinin
saglanmast ve savunmasinda oldukga etkili olan karmasik fizyolojik bir siirectir
(Tosun, vd., 2002). Hiicresel veya gesitli dis kaynaklarla aktive edilip genetik faktorler
ile kontrol edilen bir seri protein ve molekiiliin is gordiigii esas olarak fizyolojik
kosullarda calisan bir 6liim mekanizmasidir. Hiicrenin intihar1 olarak da tanimlanabilir

(Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Apoptoz terimi ilk olarak 1972°de Kerr ve arkadaslari tarafindan nekrozdan
farkli bir 6liim sekli i¢in tanimlanmustir (Kerr, et al., 1972). Bedenimizdeki her hiicre

belli bir siire yasar ve zaman1 gelince Oliir. Hiicre dliimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda

kontrollii bir denge vardir (Alenzi, 2004). Apoptoz organizmanin normal gelisimi

sirasinda ve olgun organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda goriilebilen
dogal bir fizyolojik siirectir (Edinger and Thompson, 2004). Bu sayede canlilarda
bulunan hiicrelerin sayisi dengelenerek normal hiicre homeostazisi saglamaktadir.
Ornegin; kurbagalarda metamorfoz sirasinda  kuyrugun kaybolmasi, insan
embriyosundaki el parmaklari arasinda bulunan perdelerin yok olmasi apoptozla
gerceklesir.  Ayrica kemik iliginde giinliik 5x10™ kadar iiretilen kan hiicrelerinin
sayisinin  dengelenmesi de apoptoz ile gergeklesir (Cooper ve Hausman, 2006;
Giiltekin, vd., 2008).

Ayrica, eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, ya da
hiicre zarar gormiisse i¢ ve/veya dis faktorlerle uyarilarak o hiicrenin intihar siireci
baslatilir (Giiles ve Eren, 2008). Bu tip uyarilar1 alan hiicrelerde uyar1 sonrasinda

kimyasal ve morfolojik degisimler gozlenir. Oncellikle apoptoz siirecine giren hiicreler



sekillerini kaybederek biiziilmeye baglar. Daha sonra hiicre zarinda kabarciklanmalar
(blebbing) gozlenmeye baslanir. Hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir
(Sekil 2.1). Kromatinler yogunlasir ve ¢cekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (Collins, et al.,
1997; Willingham, 1999; Nicotera and Melino, 2004). Son olarak hiicrelerin etrafinda
farkli miktarlarda g¢ekirdek veya diger hiicre i¢i yapilari iceren membranla cevrili
‘apoptotik cisimcikler’ adi verilen yapilar olusur (Edinger and Thompson, 2004,
Kogyigit ve Cevik, 2011).

Sekil 2.1. Normal ve apoptoza ugramis hiicrelerin morfolojik goriintiileri. a: normal
hiicre. b: apoptoza ugramis hiicreler, —=> hiicre zarindaki kabarciklanmalar (blebbing)
(Willingham, 1999).

Apoptoz mekanizmasinda birbirini izleyen dort ana basamak vardir.

1. Hiicrenin i¢ ve/veya dis faktorlerle uyarilarak hiicre 6liimii igin programlanmasi,

2. Kaspazlar olarak adlandirilan hiicre igi proteazlarin aktive edilmesiyle hiicre
Olimiiniin baglamasi,

3. Makrofajlar tarafindan apoptotik cisimlerin fagositoz edilmesi,

4. Apoptotik cisimlerin lizozomlarda yikilmasi (Sekil 2.2) (Altunkaynak ve Ozbek,
2008).



Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagini kiran proteaz enzimlerin genel
ismidir. Aktif merkezlerinde sistein amino asidi bulunmaktadir. Hiicrede, normal
kosullarda inaktif olarak bulunurlar. Apoptotik siirecte proteolitik olarak birbirlerini

aktiflestirirler. Boylece bir selale (kaskad) seklinde birbirlerini aktive ederek ¢alisirlar
(Kogyigit ve Cevik, 2011).

Reseptér-ligand etkilesimleri
Bilyiime « FAS/FAS-ligand 1) *Radyasyon
faktorleri veya + TNF/TNF-reseptor * Toksinler
hormonlarin 1 * Serbest radikaller Makrofaj veya bitisik
azalmasi / epitelyal hilcre
1 ikinci Hicre igi Cat
sinyaller antigl

/ Proteaz aklivasyonu
Intrensek proteaz (Calpain |, Ice ve homologlari)

1 aktivasyonu I ‘
6., embriyogenezis) ) X 2 -
l =5 3 Hicre iskeletnin 2y /) Ty
ik katabolizmasi ‘=
N Endon(kleaz ’/ /S
aktivasyonu Y \
NN / \ /
S /
\ -4 | |
1 /
g
Y W/

|
K. Fagositik hiicre

t reseptorleri icin baglar

Apoptotik cisim

Sitoplazmik kabarcik

Sekil 2.2. Apoptoz sirasinda meydana gelen olaylar (Kumar, vd., 2000).

Apoptotik hiicre oliimiiniin iki ana mekanizmasi tanimlanmistir. Bunlar dis
yolak (6liim reseptorleri) ve i¢ yolak (mitokondriyal) olarak adlandirilir. Bu iki yolagin

birbirleriyle baglantili oldugu ve bir yolakta yer alan molekiiliin digerini etkiledigi
belirtilmistir (Wong, 2011).

Dis yolagin (6liim reseptorleri) aktive edilmesinde hiicre yiizeyinde bulunan
Olim reseptorleri gorev alir. Timor nekroz faktér (TNF), DR4 ve DRS veya Fas olarak
isimlendirilen ¢esitli 6liim reseptorlerine uygun olan ligantlarin baglanmasiyla apoptoz
stireci baglatilir (Sekil 2.3). Hiicre yiizeyinde gerceklesen bu baglanmalar sonucunda,

hiicre igerisine iletilen sinyaller sayesinde kaspaz-8 veya -10"un reseptor aracili



aktivasyonu ve onu izleyen kaspaz-3 ve -7 aktivasyonu ile apoptoz siireci ilerler
(Ghobrial, et al., 2005 ;Yazici, vd., 2009; Wong, 2011).
FasL TRAIL

1] W'
\ |.| A DR4/DRS
=J=4i=— -=
FADD I J
Prokaspaz 8 \ Prokaspaz 10

Kaspaz 8 «— Kaspaz 10

Bcl-2 proteinleri
tarafindan Kaspaz kaskadi —> APOPTOZ
diizenlenmesi (Kaspaz 3,1,7)

Sekil 2.3. Oliim reseptérleri (Fountoulakis and Tsatsoulis, 2004).

I¢ yolagin (mitokondriyal) aktivasyonunda ise B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) gen
ailesi onemli rol oynamaktadir (Dewson and Kluck, 2010). Bcl-2 ailesi pro-apoptotik
(apoptozu indiikleyici) ve anti-apoptotik (apoptozu baskilayici) iiyelerden olusan ve

apoptozu diizenlemede 6nemli role sahip olan bir gen grubudur (Verma, et al., 2006).

Bu ailenin 20°den fazla iiyesi insanda saptanmistir. Pro-apoptotik genler Bax,
Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bim, Bcl-Xs, Krk, Mtd, Nip3, Nix, Nora, Bcl-B ve anti-
apoptotik genler ise Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bfl/Al, Bcl-W, Bcl-G dir (Rastogi, et al.,
2009; Taylor, et al., 2008). Hiicrede pro-apoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza
egilimlidir. Anti-apoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimli degildir. Bcl-2
ve Bcl-XL apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin 6ncii formlarini durdurarak
ya da kaspaz akigini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktor
(AIF) ve sitokrom-c gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini
engelleyerek gerceklestirir (Tsujimoto, 1998). Bax ya da Bak gibi pro-apoptotik iiyeler
heterodimerizasyon yoluyla kaspaz serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin gegis
porlarmin agikligimi degistirerek sitokrom-C’yi serbestlestirir. Dolayisiyla kaspazlarin

aktivasyonuna yol agar (Tsujimoto, 1998; Taneja, et al, 2001).



Hem nekroz hem de apoptoz, hiicre oliim c¢esitlerinden olmasina ragmen her
ikisi arasinda da biyokimyasal ve morfolojik farkliliklar goriilmektedir. Nekrotik
hiicrelerde sigsme, sitoplazma organellerinin dagilmasi, hiicre membraninin bozulmasi
ve patlamasi gergeklesir. Bu patlama sonucunda ise hiicre igerigi dis ortama salinir ve
inflamasyon olusur (Proskuryakov, 2003). Apoptozda ise kromatin materyalinin
kondensasyonu ile iligkili olarak ¢ekirdegin kiigiilmesi ve bunun sonucunda da
sitoplazmik hacmin azalmasi gerceklesir. Boylelikle hiicrelerde de kiigiilme goriiliir.
Bunun yani sira ise apoptotik hiicreler kiigiik apoptotik cisimciklere parcalanir (Sekil
2.4) (Kam and Ferch, 2000). Nekrotik siiregte hiicre enerjiye ihtiyag duymaz, fakat
apoptoz da ise mutlaka enerji kullanilmasina ihtiya¢ vardir. Nekroz ile apoptoz

arasindaki farkliliklar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Nekroz ile Apoptozun Karsilagtirilmasi (Caliskan, 2000; Altunkaynak ve
Ozbek, 2008;).

Nekroz

Apoptoz

Morfolojik Degisiklikler

-Hiicre membran biitlinligi
bozulmustur.

-Hiicreler biiytir ve siser.

-Hiicre lizisi gergeklesir.

-Kromatin yogunlagsmasi olmaz.

Morfolojik Degisiklikler
-Hiicre membrani saglamdir.
-Hiicreler kiigiiliir.
-Organeller parcalanir.

-Apoptotik cisimcikler olusur.
-Kromatin yogunlasmasi olur.

Biyokimyasal Ozellikleri
-Iyon dengesi bozulur.
-ATP gerekmez.

-DNA rastgele pargalanir.

Biyokimyasal Ozellikleri
-Iyon dengesi kontrolliidiir.
-ATP gerekir.

-DNA kiriklart  belirli
kirilir.

baz

sayisinda

Diger Ozellikler Diger Ozellikler
-Patolojik etkiler sonucu | -Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir.
gerceklesir. -Hiicreler tek tek veya birkac¢i bir arada

-Hiicreler grup halinde oliirler.
-Lizozomal enzimler sayesinde
uzaklagtirilir.

-Inflamasyon gériiliir.

oliir.

-Komsu hiicreler veya
tarafindan fagosite edilirler.
-Inflamasyon goriilmez.

makrofajlar
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e
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Sekil 2.4. Nekroz ve apoptoz arasindaki morfolojik degisiklikler (Kumar vd.,
2000).

2.2.3. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik icine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomlarla birleserek burada pargalanmasi ile
gerceklesen bir hiicre 6liimii ¢esididir. Hiicrelerin oksidatif stres, aglik ve biiyiime
faktorli yoklugu gibi ¢esitli fizyolojik durumlar ile karsilastiginda hiicre i¢i molekiillerin
geri donilisiimii otofaji ile saglanir (Sekil 2.5). Bu sayede hiicre igi organellerin otofaji
ile pargalanmas1 sonucunda olusan yapi taslar1 (6rn. amino asitler) hiicrenin kullanimi
i¢in yeniden kazandirilir (Oz Arslan, vd., 2011). Son yillarda yapilan calismalarda ise
otofaji’nin metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilagmasi, hiicre 6liimii, yaslanma
ve bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak hiicre i¢i patojen yikiminda da etkili bir rol

oynadig1 belirlenmistir (Edinger and Thompson, 2004; Gozuacik and Kimchi, 2004)
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Sekil 2.5. Otofajik, apoptotik ve nekrotik hiicre morfolojileri. a: normal hiicre, b:
otofajik hiicre, c: apoptotik hiicre, d: nekrotik hiicre. Ol¢ii birimi 1um (Edinger and
Thompson, 2004).

2.3. Kanser ve Apoptozdan Kacis

Canl1 bir organizmada saglikl bir fizyolojik siire¢ i¢in hiicre ¢cogalmasi ile hiicre
oliimii arasinda bir denge olmalidir (Alenzi, 2004). Bu dengenin bozulmasi sonucunda
ortaya cikabilecek en tehlikeli hastaliklardan birisi kanserdir. Kanser karmasik bir
hastalik olup 100’den fazla ¢esidi bulunmaktadir (Cooper ve Hausman, 2006).
Diinyada, kardiovaskiiler sisteme ait hastaliklardan sonra, 6liimlerin en sik ikinci

nedenidir (Olgen, vd., 2002).

Tarihgesi olduk¢a eski olan bu hastalik hakkindaki ilk bilgilere, Misir
papiriisleri, Babil ¢ivi yazisi tabletleri ve eski Hint yazmalarinda rastlanilmaktadir.
Kanser ifadesi ilk olarak Hipokrat tarafindan Yunanca ‘karkinos’ (yengeg) kelimesinden

tiretilmistir. Bu ismin vermesinin en 6nemli sebepleri kanserli doku etrafinda olusan
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kan damarlarinin (anjiyogenez) yenge¢ kiskaglarina benzetilmesi ve kanser agrisinin,
yenge¢ 1sirmast ile olusan, ortadan g¢evreye dogru yayilan kemirici tarzdaki agriya

benzerlik gostermesi nedeniyledir (Atict, 2007).

Kanser koken aldig1 dokuya gore karsinom, sarkom ve losemi (lenfoma) olmak
lizere 3 ana grupta toplanmaktadir. Kanser hiicrelerinin % 90’1n1 epitel kokenli olup
‘karsinom’ olarak adlandirilmaktadir. Kas, kemik, kikirdak gibi bag dokudan gelisen
tiimorlere ‘sarkom’ denilirken, kan ya da immiin sistem hiicrelerinden gelisen tiimorlere
ise ‘losemi’ veya ‘lenfoma’ denilmekte olup insan kanserlerinin yaklasik %7’sini

olusturmaktadir (Cooper ve Hausman, 2006).

Eger bir hiicre cesitli sebeplerden dolayr hasar goriirse apoptoz siireci
baglatilarak hiicre yok edilir.  Boylelikle diger saglikli hiicrelere zarar vermesi
engellenmis olur. Fakat yapilan ¢alismalarda kanserlesen hiicrelerin apoptoz siirecinden
kactiklar1 ve apoptoza girmeyerek kontrolsiiz olarak c¢ogalmaya basladiklar
belirlenmistir. Yetersiz olan apoptoza pro-apoptotik genlerdeki inaktive edici
mutasyonlar ve/veya anti-apoptotik proteinlerin artan sentezinin neden oldugu
belirlenmistir (Atmaca, 2008).

Glioblastoma multiforme, astrositomalar i¢inde beyin dokusuna hizla yayilan ve
onu yikima ugratan, sinir sisteminde goriilme siklig1 yiiksek, oldukga tehlikeli bir beyin
timori ¢esididir (Collet, et al., 2011). Bu hiicreler, olduk¢a hizli yayilim yetenegine
sahiptir (Cosar, vd., 2004). Bilinen iyilestirici (kiiratif) tedavisi olmamakla birlikte
standart tedavisi cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapiyi icermektedir (Zanotto-
Filho, et al., 2011). Beynin en malign tiimorii olan glioblastomalar i¢in kullanilan
kemoterapétik ilaglarin kan-beyin engelini gecememesi, tiimor ¢esidinin kullanilan
ilaglara kars1 direng gelistirmesi ve normal hiicreler {lizerinde bu ilaglarin toksik
etkilerinin olmasindan dolay1 kemoterapide kullanilan ilaglarin sayisi sinirhidir
(Reithmeier, et al., 2010). Tim bu nedenlerden dolayr tan1 konulduktan sonra bile
hastalarin yasam siiresi siklikla 1 yildan daha az olmaktadir (Karmakar, et al., 2006).
Glioblastoma hastalarinin tedavisi i¢in bir¢cok klinik c¢alisma olmasina ragmen hedef

hiicrelerin yok edilmesinde yeni kemoterapotik ajanlara ihtiyag duyulmaktadir.
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Ozellikle son dénemde yapilan ¢alismalarin apoptozu uyarma yetenegine sahip ajanlarin

belirlenmesi yoniinde yogunlastig1 gozlenmektedir (Das,et al., 2008).

2.4. Protokatekuik Asit (3,4 - Dihidroksibenzoik asit, PCA)

Fenolik bilesikler, bitkilerde iiretilen sekonder metabolitlerin bir sifidir (Weng
and Yen, 2012). Protokatekuik asit (3,4 dihidroksibenzoik asit, PCA) dogada yaygin
olarak bulunan basit bir dogal fenolik bilesiktir (Tanaka, et al., 2011). Molekiiler
agirhigr 154 g/mol olup, erime noktas: 194-196 °C’dir. Beyaz kristal goriiniime sahip
olan bu maddenin kapali kimyasal formiilii C;HgO4 seklindedir (Chen, et al., 2008).
Protokatekuik asitin acik kimyasal yapis1 Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

HO OH

HO

Sekil 2.6. Protokatekuik asitin kimyasal yapis1 (Fabiani,et al., 2011).

Protokatekuik asit giinliik hayatta tiikettigimiz pek c¢ok bitkinin icerisinde
bulunmaktadir. Ornegin bu bilesik; iiziim, erik, badem, findik, ceviz, sogan, zeytin,
siyah piring, zeytinyagi, beyaz ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica
melisa, anason ve biberiye gibi ¢esitli baharatlarda da bulunur (Krajka-Ku'zniak, et al.,
2004; Ban, et al., 2007; Tanaka, et al., 2011). Cin’ de, hipertansiyon ve karacigerde
goriilen hastaliklarin tedavisinde uzun zamandir dogal ila¢ olarak kullanildig:
bilinmektedir (Liu, et al., 2002;Tanaka, et al., 2011). Protokatekuik asitin, anti-oksidan
(Liu, et al., 2002; Liu, et al., 2008), anti-atheroskleroz (Wang, et al., 2011), anti-
inflamatuar (Min, et al.,, 2010; Wang, et al., 2011,), kanser olusumunu onleyici

(kemopreventif) (Kawamori, et al.,1994; Tanaka, et al., 1995) gibi ¢esitli biyolojik
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aktivitelere sahip oldugu yapilan c¢alismalarda belirlenmistir.  Bununla beraber,
protokatekuik asitin farkli dozlarinin doza ve zamana bagli olarak karaciger, mide,
prostat, meme, 16semi gibi c¢esitli kanser hiicre dizileri lizerinde hiicre ¢ogalmasini
baskilayici etki gosterdigi yapilan in vitro calismalarda belirlenmistir (Tseng,et al.,
2000; Yip, et al., 2006; Lin, et al., 2007; Yin, et al., 2009; Anter, et al., 2011; Lin, et al.,
2011). Protokatekuik asitin, normal karaciger, akciger, meme ve prostat hiicre
dizilerinde herhangi bir toksik etki gostermediginin belirlenmesi maddenin en 6nemli

avantajlarindan birisidir (Lin, et al., 2007; Yin, et al., 2009).

Protokatekuik asitin, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 hangi mekanizma ile
engelledigi hala tam olarak belirlenememistir.  Bu nedenle giliniimiizde etki
mekanizmasi ile ilgili ¢alismalar halen devam etmektedir. Yapilan c¢alismalarda
kanserli hiicrelerde, genel olarak hiicre dongiisiinii durdurarak ve/veya degisik sinyal
yolaklar1 tizerinden apoptoz mekanizmasini tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini baskiladigi
gosterilmistir (Tseng, et al., 2000; Yip, et al., 2006; Lin, et al., 2011). Ayrica in vitro
gen ekspresyonu ve in vivo metastaz modellerinde yapilan g¢aligmalarda hiicrelerin
goclinii engelledigi, matriks bozulmasini azaltmasi sayesinde metastaz1 engelledigi

gosterilmistir (Lin, et al., 2011).

Pek cok kanser hiicresinde protokatekuik asitin etkisi g¢alisilmis olmasina
ragmen, yapilan literatlir taramasinda protokatekuik asitin glioma hiicreleri tizerindeki
etkisi hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, T98G
ve C6 glioma hiicre dizileri iizerinde protokatekuik asitin farkli dozlarmmn hiicre
morfolojisi, cogalmasi ve apoptoz ve/veya nekroz iizerindeki olasi etkilerinin zamana

bagli olarak belirlenmesi amag¢lanmistir.



15

3. MATERYAL VE METOD

Deneysel calismamizin tamami Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-

Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii; Hiicresel Arastirma Laboratuvarinda yapilmaistir.

3.1. Deneylerde Kullanmilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Cizelge 3.1 ve 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma
Fetal Bovine Serum (Fetal Dana Serumu, FBS) Sigma
Penisilin-Streptomisin Cozeltisi Lonza
Tripsin-EDTA Cozeltisi Sigma
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Carlo Erba
Tripan Mavisi Sigma
Hank's Balanced Salt Solution (Hank'in Dengelenmis Si
igma
Tuz Cozeltisi, HBSS) g
Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Tuz |
Sigma

Cozeltisi, PBS)

Protokatekuik Asit (3,4 Dihidroksibenzoik asit, PCA) Sigma

3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5difeniltetrazolium bromid

Sigma
(MTT)




Notral Red (Notral kirmizisi, NR) Sigma
Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti Roche
Sodyum Bikarbonat (NaHCO;) Merck

%99.8°lik Etanol (C,Hs0OH)

Riedel de Haen

Formaldehit (CH,0)

Riedel de Haen

Glasiyal Asetik Asit (C,H40,)

Riedel de Haen

Kalsiyum Klortir (CaCly)

Sigma

Cizelge 3.2. Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeler.

25 cm”lik Kiiltiir Kaplari

Greiner Bio-One

75 cm?’lik Kiiltiir Kaplar Sarstedt
96 Kuyucuklu Kiiltiir Kaplar Sarstedt
Tek Kullanimlik Serolojik Pipetler Ratiolab
Steril Santrifiij Tiipleri Corning
Steril Tek Kullanimlik Filtreler Sartorius
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Deneylerde kullanilan cam malzemeler kuru hava sterilizatoriinde 120 “C’de 90

dk. tutularak, sivi maddeler ise 0,2 pm’lik steril, tek kullanimlik filtrelerden gegirilerek

kullanilmistir.
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3.2. Hiicre Hatlarimin Temini ve Kiiltiire Alinmasi

Deneylerde, Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan satin aliman ve daha onceden
dondurularak -196 "C’de siv1 nitrojen tankinda saklanan insan glioblastoma multiforme

(T98G) ve sigan glioma (C6) hiicre hatlar1 kullanilmistir.

Hiicre kiiltiir islemleri steril kabin altinda gerceklestirilmis olup, her ¢alismadan
once 15 dakika ultraviyole lamba ile ortam steril edildikten sonra, %70’lik alkol ile
silinmistir. Hiicreler, oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra 15 mL’lik santrifiij tiipiine,
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besi yeri icine aktarildi ve 1200
devir/dakika 4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda dstteki sivi
uzaklastirildiktan sonra dipte kalan hiicreler 5 mL besiyeri igeren 25 cm®lik kiiltiir

kaplarina ekilerek 37 °C’ de, % 5 CO; ve % 95 nem igeren inkiibatérde ¢ogaltilmistir.

Hiicreler yaklasik olarak % 80-90 yogunluga ulastiktan sonra 2 mL % 0,25’lik
Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek inkiibatore kaldirildi. 5 dakikalik bekleme siiresi
sonunda tabandan ayrilan hiicreler, mikroskop altinda kontrol edilerek 9 mL besi ortami
bulunan santrifiij tlipline alinarak 1200 devir/dakika, 4 °C’ de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Dipte 2 mL kalacak sekilde iistteki sivi alinarak ortamdan uzaklastirildi.
Dipte kalan hiicreler pipet yardimiyla homojen hale getirildikten sonra 10 mL besi yeri
iceren 75 cm®lik kiiltir kabma aktarilarak inkiibatore kaldirilmistir.  Kiiltiir
kaplarindaki hiicreler, ters 151tk mikroskobu kullanilarak canlilik, c¢ogalma ve
kontaminasyon bakimindan giinliik olarak takip edilmistir. Hiicrelerin besi ortami ise 2

giin de bir degistirildi.

3.3. Hiicrelerin Sayimm

Hiicre sayimi igin tripan mavisi boyasi kullanilmigtir. Bu yontem temeli, canli

hiicreler iglerine boyay1 almazlar. Fakat 6lii hiicrelerde hiicre zar1 biitiinliigii bozuldugu

icin kontrolsiiz bir sekilde boyar maddenin hiicre i¢ine girisi ger¢ceklesmektedir. Bu
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nedenle tripan mavisi boyasi sadece Oli hiicrelerin zarindan gegtigi icin onlar

boyayarak goriiniir hale getirebilmektedir (Uliasz and Hewett, 2000).

Hiicrelerin tabandan ayrilmasi i¢in kiiltiir kaplari, 3 mL % 0,25’lik Tripsin-
EDTA ile 5 dakika muamele edilmistir. Tabandan ayrilan hiicreler, iginde 9 mL besi
yeri bulunan santrifiij tlipiine aktarilarak 1200 devir/dakika, 4 °C’de, 5 dakika santrifiij
edildi.  Santrifiij sonucunda dipte 2 mL Kkalacak sekilde siipernatant atilmistir.
Homojenize hale getirilen hiicreler, tripan mavisi ile oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten

sonra 10 pL alinarak hiicre sayim cihazinda (Cedex XS, Innovatis) sayilmistir.

3.4. Hiicrelerin Ekilmesi ve Protokatekuik Asit Dozlarimin Hazirlanmasi

Her bir kuyucukta 100 pL’de 1x10* canli hiicre olacak sekilde ekim yapilan
kiiltiir kaplart 37 °C’ de ve % 5 CO; igeren inkiibator de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Toz halde alinan protokatekuik asit (Sigma), etanol iginde ¢oziilerek 2
mM’lik stok soliisyonu hazirlanmistir. Deneylerde 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5
mM’lik protokatekuik asit dozlart kullanilmigtir. Her bir deney ig¢in taze stok
hazirlandi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda kuyucuklara 100 pL olacak sekilde dozlar
ilave edilerek hiicreler 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. ila¢ icermeyen
kuyucuklara ise 100 puL besi yeri ilave edilerek kontrol grubu olarak kullanilmistir. Her

bir doz i¢in en az 8 kuyucuk kullanilmistir.

3.5. Hiicrelerin Morfolojik Goriintiilenmesi

Protokatekuik asitin farkli dozlarinin uygulandigi T98G ve C6 hiicre hatlarinda
doza ve zamana bagli olusan morfolojik degisimler ters 151k mikroskobunda (Nikon
Eclipse, TC100) incelenmistir. Doza ve zamana bagli olarak olusan hiicresel

degisiklikler Kameram 21 programi yardimiyla goriintiilenmistir.



19

3.6. Mitokondriyal Aktiviteye Dayali Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi

Suda ¢oOziinebilen ve tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromid (MTT) ilk olarak Mossmann tarafindan tanimlanmis hiicre
cogalmasini kantitatif ve kolorimetrik olarak 6l¢en bir yontemdir (Mosmann, 1983). Bu
yontem genellikle hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi yiiksek olan hiicre dizileri
icin uygundur (Alley, et al., 1988). Ozellikle kanserli hiicreler iizerinde yapilan ilag
denemelerinde ve doz ayarlanmasinda hiicre canliligiin tespit edimesi i¢in sikca

kullanilan pratik bir yontemdir (Abe and Matsuki, 2000).

Bu yontem sayesinde, mitokondriyal rediiktaz enzimi araciligiyla canl
hiicrelerin  sar1  renkli MTT boyasini, mor renkli formazana indirgenmesi
spektrofotometrik olarak belirlemektedir (Sekil 3.1). Formazan, canli hiicrelerin
zarindan gecemedigi i¢in hiicrelerin ig¢inde birikir. Dimetil siilfoksit (DMSQO) veya
diger uygun ¢oziicii ilavesi ile formazanin serbest kalmasi kolorimetrik olarak tespit
edilebilir. Hiicrelerin MTT boyasin1 doniistiirme miktar1 hiicre canliiginin dl¢iisii
olarak alinabilir. Analiz sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile

bir korelasyon gostermektedir (Fotakis and Timbrell, 2006).

CHs )y‘:“’
s/%/cm 3 o
= .

Nsy ®\N N=N
O =204
+2H N—N

HBr

C)
Br
MTT MTT formazan

Sekil 3.1. MTT nin kimyasal yapis1 ve formazana doniismesi (Stockert, et al.,
2012).
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Her deneyden 6nce 5 mg/mL MTT, Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
icerisinde ¢oOziildi ve 0,2 um’lik filtreden gegirilerek taze olarak hazirlanmistir.
Uygulama siireleri sonunda 20 uL. MTT ¢ozeltisi her bir kuyuya eklenerek 37 °C’ de 4
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, MTT boyas1 ortamdan pipet
yardimiyla cekilerek uzaklagtirllmigtir. Canli hiicrelerce olusturulan formazan tuzunun
¢oziinmesi i¢in her kuyucuga 100 uL DMSO eklenerek karanlik ortamda 5 dakika
bekletilmistir. Kiltiir kaplar1 ELISA cihazinda (BioTek, Powerwave XS) 550 nm dalga
boyunda okutulmustur.

MTT iiriinii olan formazan yasayan hiicre sayisi ile dogrusal bir iligki i¢inde
oldugundan, ilag uygulanan kuyucuklarin optik yogunlugu, kontroldeki canli hiicrelerin
yiizdesine gore hesaplanmistir. Bu islem i¢in ila¢ uygulanan her bir kuyudaki hiicre
absorbansi x 100 / kontrol kuyucugunun absorbansi seklinde formiile edilerek canlilik

% olarak hesaplanmustir.

3.7. Lizozomal Aktiviteye Dayah Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi

Kolorimetrik hiicre canlilig1 belirleme yontemlerinden biri olan nétral kirmizist
(3-amino-7-dimetil-2-metilphenazin hidroklorid), canli hiicrelerin lizozomunda biriken
suda ¢oziinebilen katyonik bir boyadir (Borenfreund and Puerner, 1984; Popiolkiewicz,
et al., 2005; Weyermann, et al., 2005). Noétral kirmizisinin hiicre igine alim1 endositozla
gerceklesir (Putnam, et al., 2002). Hiicrelerin lizozomal membranlarinda olusan hasar
sonucunda, notral kirmizis1 boyasinin membrana baglanmasi zorlasir. Bdoylelikle notral
kirmizis1 boyasinin lizozomlarda birikmesi gerceklesmez. Bu nedenle de nétral
kirmizis1 yontemi yasayan-saglikli veya hasarli-6lii hiicrelerin boyay1 almalarindaki

farkliliga dayanir (Komissarova, et al., 2005).

Bu yontemde farkli protokatekuik asit dozlari ile uygulanan hiicreler ilk olarak
37 °C’ye 1sitilmis phosphate buffered saline (PBS) ile yikanmistir. Toz haldeki nétral
kirmizist 1:100 oraninda DMEM ile ¢6ziildi ve her bir kuyucuga 100 puL ilave edilerek

37 °C’ de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir kaplarmdaki
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boyanin uzaklagtirilmast i¢in tiim kuyucuklar 100 uL PBS ile yikandi ve kurutma kagidi
tizerinde ters ¢evrilerek 1-2 dakika bekletilmistir. Ardindan taze hazirlanmis fiksatif
soliisyonundan (1 mL formaldehit:1 mL kalsiyum kloriir) 100 pL ilave edilerek 5
dakika oda sicakliginda bekletilerek siire sonunda yine kiiltiir kaplar1 ters gevrilerek
kurutma kagidi tizerinde 1-2 dakika bekletilmistir. Daha sonra taze hazirlanan okutma
soliisyonundan (1 mL asetik asit:99 mL %50’lik etanol) 100 pL tiim kuyucuklara ilave
edilerek oda 1sisinda 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda soliisyonun homojen hale
gelmesi i¢in 1 dakika calkalandiktan sonra ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Notral kirmizi boyasi, 1sikta bozuldugu icin agamalar karanlik ortamda

gerceklestirildi.

Notral kirmizisi boyasi yasayan hiicre sayist ile dogrusal bir iliski i¢inde
oldugundan, ila¢ uygulanan kuyucuklarin optik yogunlugu, kontroldeki canli hiicrelerin
yiizdesine gore hesaplanmistir. Bu islem i¢in ila¢ uygulanan her bir kuyudaki hiicre
absorbansi x 100 / kontrol kuyucugunun absorbansi seklinde formiile edilerek canlilik

% olarak hesaplanmistir.

3.8. Hiicre Oliimiiniin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Protokatekuik asitin, hiicre canlilig1 {izerinde etkili oldugu dozlar belirlendikten
sonra bu etkinin apoptoza bagli olup olmadigimi belirlemek iizere Hiicre Oliimii

Belirleme Kiti (Cell Death Detection ELISA Plus Kit, Roche) kullanilmustir.

Apoptozu belirlemek i¢in segilen protokatekuik asit dozlar1 uygulanan hiicrelerin
hiicre lizatlar1 kullanilirken, nekroz i¢in ise bu kuyucuklardaki siipernatantlar
kullanilmigtir. ~ Protokatekuik asit uygulanan hiicreler ise kontrol grubu olarak
degerlendirilerek ayni isleme tabii tutulmustur. Alinan 20 puL 6rnekler kitte bulunan
streptavidin kapl kiiltiir kaplarina eklenmistir. Uzerlerine histon proteinlerine ve DNA
fragmentelerine kars1 Anti- Histon Biotin ve Anti-DNA peroksidaz antikorlari igeren
reaktiften 80 pL eklenerek oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalatilarak bekletilmistir.

Bu siire i¢cinde Anti-Histon Biotin antikoru, niikleozomlardaki histonlara tutunurken
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diger taraftan da streptavidin kapli plakalara tutunmaktadir. Anti DNA Peroksidaz da
niikleozomlar arasindaki DNA’lara baglanmaktadir. Kalan bilesenler ise yikama
basamaklariyla ortamdan uzaklastirilmistir. Immunokomplekslere tutunmus olan
peroksidazlarin Ol¢iimleri 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit, (ABTS)
substrat1 ile 405-490 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢lilmistir.  Kitin
icerisinde bulunan %100 apoptotik veya nekrotik hiicre lizatlarindaki histon ve DNA
fragmentleri miktarindaki artis, denenen dozlardaki apoptoz miktarindaki artisla dogru

orantili olarak degerlendirilmistir.

3.9. istatistiksel Analizler

Her bir deney birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrar edilmistir. Deney
gruplar1 arasindaki farkliliklar, Statistics Program for Social and Science 12.0 (SPSS)
programinda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii
karsilagtirma yontemiyle degerlendirilmistir.  Kontrole gore % 50 oraninda hiicre
6liimiine neden olan doz hesaplanarak, 1Csp degeri olarak kabul edilmistir. p<0.05
diizeyindeki sonuclar arasindaki farkliliklar, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul
edilmistir. Ayrica, istatistiksel degerlendirmesi yapilmis olan verilerin grafiklerinin
hazirlanmasinda ise Microsoft Excel (Office 2007) programi kullanilmistir. Cizilen

grafiklerde istatistiksel anlamliliklar uygun isaretler ile gdsterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Protokatekuik Asitin Glioma Hiicre Dizileri Uzerindeki Morfolojik Etkilerinin

Belirlenmesi

Calismada, denenen 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM protokatekuik asit
dozlarinin insan (T98G) ve sican glioma (C6) hiicreleri ilizerindeki 24 ve 48 saatlik

morfolojik etkileri ters 151k mikroskobu yardimiyla incelenmistir.

Protokatekuik asit dozlar1 24 saat sonra T98G hiicrelerinde morfolojik olarak

herhangi bir degisiklik yapmamastir.

Protokatekuik asitin 0,5; 0,75; 1 ve 1,5 mM dozlarmin C6 hiicreleri lizerinde 24
saatte herhangi bir morfolojik degisiklik yaratmadigi ve hiicre yogunlugu acisindan
bakildiginda kontrol hiicreleriyle arasinda belirgin bir farklilik gozlenmedigi tespit
edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Fakat 2 mM dozundan itibaren kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, canl hiicre sayisinin azalmasiyla birlikte belirgin sekilde hiicrelerde
morfolojik degisiklikler gozlenmeye baglanmistir (Sekil 4.3).  Hiicrelerin mekik
seklinde olan normal hiicre goriintiilerinin yuvarlaklagma egiliminde oldugu ve normal
hiicrelere gore daha da kiigiildiikleri tespit edilmistir. Bu degisikliklerin 2,5; 3 ve 3,5
mM dozlarinda da ayni sekilde devam ettigi goriilmistiir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu olan C6 hiicrelerinin 24 saat sonraki degisikliklerinin
goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.

Sekil 4.2. Protokatekuik asitin 1,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 24 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.
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Sekil 4.3. Protokatekuik asitin 2 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 24 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.

Sekil 4.4. Protokatekuik asitin 2,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 24 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiillenmesi. Olgii birimi: 50 um.
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Sekil 4.5. Protokatekuik asitin 3 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 24 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.

Sekil 4.6. Protokatekuik asitin 3,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 24 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiillenmesi. Olgii birimi: 50 um.
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Protokatekuik asit dozlar1 ile 48 saat muamele edilen T98G hiicrelerinde de

morfolojik olarak herhangi bir degisiklik saptanmamustir.

C6 hiicrelerinde denenen 0,5; 0,75 ve 1 mM protokatekuik asit dozlarinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 48 saatte de morfolojik olarak herhangi bir
degisiklik yaratmadigi ve hiicre yogunlugu agisindan bakildiginda kontrol hiicreleriyle
arasinda belirgin bir farklilik gbézlenmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). 24 saatteki
degisikliklerden farkli olarak ise 48 saatte hiicre yogunlugunun azalmasi ve morfolojik
degisikliklerin 1,5 mM dozundan itibaren goriilmeye baslamistir (Sekil 4.8). Artan
doza bagli olarak canli hiicre sayisindaki azalis devam ederken, hiicrelerde morfolojik
degisikliklerin de daha belirgin bir sekilde devam ettigi tespit edilmistir. Normal
morfolojileri mekik seklinde olan hiicrelerin goriintiilerinin yuvarlaklasma egiliminde
oldugu ve normal hiicrelere gore daha da kiigiildiikleri goriilmiistiir. Bu morfolojik
degisikliklerin 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM dozlarinda da ayni sekilde devam ettigi
belirlenmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).



28

Sekil 4.7. Kontrol grubu olan C6 hiicrelerinin 48 saat sonraki degisikliklerinin
goriintiilenmesi. Olg¢ii birimi: 50 pm.

Sekil 4.8. Protokatekuik asitin 1,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 48 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiillenmesi. Olgii birimi: 50 um.
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Sekil 4.9. Protokatekuik asitin 2 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 48 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.

Sekil 4.10. Protokatekuik asitin 2,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri iizerinde 48 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50pm
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Sekil 4.11. Protokatekuik asitin 3 mM’lik dozunun C6 hiicreleri tizerinde 48 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi. Olgii birimi: 50 pm.

Sekil 4.12. Protokatekuik asitin 3,5 mM’lik dozunun C6 hiicreleri iizerinde 48 saatlik
morfolojik etkilerinin goriintiillenmesi. Olgii birimi: 50 um.
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4.2. Protokatekuik Asitin Glioma Hiicre Dizileri Uzerindeki Mitokondriyal
Aktiviteye Dayali Cogalmay1 Baskilayic1 Etkilerinin Belirlenmesi

Protokatekuik asitin mitokondrial aktiviteye dayali hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. Calismada, 0,5; 0,75; 1; 1,5;
2; 2,5; 3 ve 3,5 mM protokatekuik asit dozlar1 24 ve 48 saat siire ile glioma hiicre

dizileri lizerinde denenmistir.

Yapilan deneylerde 24 saat protokatekuik asit dozlari ile muamele edilen T98G

hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etki gozlenmemistir (p>0,05).

C6 hicreleri ile 24 saat muamelesinde ise 0,5; 0,75; 1 ve 1,5 mM dozlarinda
¢ogalmay1 baskilayici bir etki gozlenmemesine ragmen (p>0,05), 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM
dozlarinda hiicre yagam oranlarinda kontrole gore sirasiyla % 15, 40, 56 ve 64 oraninda
bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001; Sekil 4.13). Kontrole gore % 50 oraninda
sitotoksik etki gosteren doz olan 1Csy degeri ise 24 saatte 2,79 mM olarak

hesaplanmustir.

Yapilan deneylerde 48 saat protokatekuik asit dozlari ile muamele edilen T98G

hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etki gézlenmemistir (p>0,05).

Protokatekuik asitin C6 hiicreleriyle 48 saat muamelesi sonucunda ise 0,5; 0,75
ve 1 mM dozlarinda etki gozlenmezken (p>0,05); 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM dozlarinda
hiicre yasam oranimi sirasiyla yaklasik % 21, 63, 76, 77 ve 80 oraninda azalttigi
belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.14). 48 saatteki 1Cso degeri ise 1,84 mM olarak

hesaplanmustir.

Ayrica protokatekuik asitin ¢oziiciisli olarak kullandigimiz en yiiksek doz (3,5
MM) i¢inde bulunan etanol miktarinin hem 24 saat hem de 48 saatte hiicre yasam orani

tizerinde herhangi baskilayici etki gostermedigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. Protokatekuik asit dozlar1 ile 24 saat muamele edilen C6 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. K:
Kontrol. Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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Sekil 4.14. Protokatekuik asit dozlar1 ile 48 saat muamele edilen C6 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. K:
Kontrol. Kontrol grubu %2100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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4.3. Protokatekuik Asitin Glioma Hiicre Dizileri Uzerindeki Lizozomal Aktiviteye

Dayah Cogalmayi Baskilayici1 Etkilerinin Belirlenmesi

Lizozomal aktiviteye dayanarak hiicre ¢ogalmasini belirleyen NR yontemi deney
sonuglarma gore protokatekuik asit dozlari ile 24 saat muamele edilen T98G

hiicrelerinin ¢ogalmay1 baskilayici bir etki gostermedigi tespit edilmistir (p>0,05).

C6 hiicrelerinde ise 24 saatte 0,5; 0,75; 1 ve 1,5 mM protokatekuik asit
dozlarinda ¢ogalmayi baskilayici etkisi gézlenmezken (p>0,05), 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM
dozlarinda yaklasik olarak sirasiyla % 15, 42, 65 ve 69 oraninda hiicre yasam oraninin
azaldig1 belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.15). 24 saatteki ICsq degeri ise 2,67 mM olarak

hesaplanmustir.

Protokatekuik asit ile 48 saat muamele edilen T98G hiicreleri iizerindeki
cogalmayi baskilayici etkisi kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda belirgin bir etkinin

olmadig1 gozlenmistir (p>0,05).

Protokatekuik asitin C6 hiicreleriyle 48 saat muamelesi sonucunda ise 0,5; 0,75
ve 1 mM dozlarinda herhangi bir etki gozlenmezken (p>0,05), 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM
dozlarinda ise sirastyla yaklasik olarak % 12, 69, 83, 84 ve 85 oraninda hiicre yasam
oranini azalttigr belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.16). 48 saatteki 1Csp degeri ise 1,79

MM olarak hesaplanmistir.

Ayrica protokatekuik asitin ¢oziiclisii olarak kullandigimiz en yiiksek doz (3,5
MM) i¢in de bulunan etanol miktarinin hem 24 saat hem de 48 saatte hiicre yasam orani

tizerinde herhangi baskilayici etki gostermedigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.15. Protokatekuik asit dozlar1 ile 24 saat muamele edilen C6 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin lizozomal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. K:
Kontrol. Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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Sekil 4.16. Protokatekuik asit dozlar1 ile 48 saat muamele edilen C6 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkinin lizozomal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. K:
Kontrol. Kontrol grubu %2100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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4.4. Protokatekuik Asitin Glioma Hiicre Dizileri Uzerindeki Apoptotik ve/veya
Nekrotik Etkilerinin Belirlenmesi

Bu yontemde, hiicre 6liim c¢esitlerinden apoptoz ve/veya nekroz olusumunu
belirlemek igin Hiicre Oliimii Belirleme Kiti (Roche) kullanilmistir. Daha dnce yapilan
MTT ve NR deneylerinin sonuglarina gore protokatekuik asitin denenen tiim dozlarinin
T98G hiicre dizisi iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi gézlenmedigi i¢in bu yontem

sadece C6 hiicre dizisi lizerinde denenmistir.

Calismamizda C6 hiicreleri iizerinde protokatekuik asitin apoptotik ve/veya
nekrotik etkilerini belirlemek icin 2; 2,5 ve 3 mM dozlan segilerek 24 saat siire ile
uygulanmustir. Kitin igerisinde bulunan pozitif kontrol % 100 apoptotik ya da nekrotik
hiicre olarak kabul edilmistir. Segilen dozlar pozitif kontrole goére kiyaslandiginda
sirasiyla % 4,9 (p>0,05); 25,9 ve 46,9 ’luk (p<0,001) apoptotik etki tespit edilmistir.
Ayni dozlarla muamele edilen hiicrelerde ise nekrotik etkinin sirasiyla % 2,79; 2,87 ve

3,21 oldugu hesaplanmistir (p>0,05; Sekil 4.17).

Protokatekuik asitin, C6 hiicreleri iizerinde apoptotik ve/veya nekrotik etkilerini
belirlemek i¢in 1,5, 2 ve 2,5 mM dozlar secilerek 48 saat siire ile uygulanmistir. Kitin
igerisinde bulunan pozitif kontrol % 100 apoptotik ya da nekrotik hiicre olarak kabul
edilmistir.  Segilen dozlar pozitif kontrole gore kiyaslandiginda sirasiyla % 11,8
(p>0,05); 52,1 ve 57,4 ’lik (p<0,001) apoptotik etki tespit edilirken, ayni1 dozlarla
muamele edilen hiicrelerde ise nekrotik etkinin sirasiyla % 8,08; 8,21 ve 8,80 oldugu

hesaplanmistir (p>0,05;Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Protokatekuik asitin uygulandigi C6 hiicrelerinin 24 saatteki apoptotik ve
nekrotik etki yiizdeleri. K: Kontrol. (***: p<0,001).
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Sekil 4.18. Protokatekuik asitin uygulandigi C6 hiicrelerinin 48 saatteki apoptotik ve
nekrotik etki yiizdeleri. K: Kontrol. (***: p<0,001).
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TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Teknolojinin ilerlemesi ve yeni tedavi sekillerinin gelismesine ragmen kanserle
iligkili 6limlerin sayist giin gectikge artmaktadir. Bazi kanser tiirlerinin tedavisinde
basarili sonuglar alinsa da hala pek ¢ok kanser tiirii i¢in kesin bir tedavi yOntemi
bulunamamustir. Glioblastoma multiforme; hizli yayilan, kisa siirede hastanin 6limii ile
sonuglanan olduk¢a tehlikeli beyin tiimorlerinden birisidir (Collet, et al., 2011).
Hastaya tedavi amaci ile Oncellikle cerrahi miidahale, ardindan ise radyoterapi ve
kemoterapi uygulanmaktadir. Fakat cerrahi miidahale de tiimoriin bulundugu bolgenin
tam olarak temizlenememesi, kemoterapi de ise kullanilan ilaglarin yan etkilerinin fazla
olmasi ve/veya zaman igerisinde kanser hiicrelerinin kullanilan ilaglara direng
kazanmasi tedaviyi olumsuz etkilemektedir. Tiim bu miidahalelere ragmen hastanin
yagsam siiresi en fazla 1 ya da 2 yil uzatilabilmektedir (Salford, et al., 2002; Liu, et al.,
2011).

Giliniimlizde dogada bulunan bitkisel kaynakli pek ¢ok maddenin kanseri
Onleyici ya da kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 baskilayict etkisinin olup olmadigi halen
aragtirtlmaktadir. Bu tip maddeler dogal kaynakli olduklari i¢in genellikle kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar gibi normal hiicreler iizerinde olumsuz etkilere sahip
degildirler. Protokatekuik asit de hemen hemen tiim bitkilerde yaygin olarak bulunan
fenolik bir bilesiktir (Guan, et al., 2009; Tanaka, et al., 2011). Ozellikle {iziim, erik,
badem, findik, ceviz, sogan, zeytin, siyah piring, zeytinyagi, yesil ¢ay, siyah ¢ay, beyaz
ve kirmiz1 sarapta bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica melisa, anason ve biberiye gibi
cesitli baharatlarinda protokatekuik asit bakimindan zengin oldugu bilinmektedir
(Krajka-Ku'zniak, et al., 2004; Ban, et al., 2007; Tanaka, et al., 2011). Protokatekuik
asitin, anti-oksidan (Liu, et al.,2002; Liu, et al., 2008), anti-atheroskleroz (Wang, et al.,
2011), anti-inflamatuar (Min, et al., 2010; Wang, et al., 2011) ve kanser olusumunu
onleyici (Kawamori, et al.,1994; Tanaka, et al., 1995) aktivitelerinin yani sira, gesitli
kanser hiicre dizilerinde hiicre ¢ogalmasimi baskilayici etki gosterdigi (Tseng, et al.,

2000; Yip, et al., 2006; Anter, et al., 2011; Lin, et al., 2011) fakat normal hiicreler
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tizerinde boyle bir etkiye sahip olmadigi yapilan in vitro ¢alismalarda rapor edilmistir
(Lin, et al., 2007; Yin, et al., 2009).

Bu amagla, ¢alismada protokatekuik asitin farkli dozlarimin insan glioblastoma
multiforme (T98G) ve sican glioma (C6) hiicre dizilerindeki hiicre morfolojisi,

cogalmasi ve apoptotik-nekrotik etkileri 24 ve 48 saat siireyle incelenmistir.

Yip ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 ¢alismada 4 giin (96 saat) boyunca 100
umol/L protokatekuik asit ile muamele edilen insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2)
hiicrelerinde morfolojik degisikliklerin goriildiigi tespit edilmistir. Ayrica 100 umol/L
protokatekuik asit dozunun hiicrelerde belirgin bir yuvarlaklasma ve sayica azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (Yip, et al., 2006). Benzer sekilde caligmamizda da HepG2
hiicrelerinde oldugu gibi, C6 hiicrelerinde 48 saatte 1,5 mM protokatekuik asit dozunun
hiicre morfolojisinde yuvarlaklagsma ve bunu takiben hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Yip ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile bu ¢alismanin dozlarini
karsilastirdigimizda 100 pmol/L dozunun oldukga etkili oldugu gozlenirken, T98G ve
C6 hiicrelerinde ise bu dozun herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu
durumun muamele siiresinin uzunlugu ve hiicre dizisinin farkli olmasi1 nedeniyle oldugu

diistiniilmektedir.

Calismamizda, 0,5-3,5 mM arasindaki protokatekuik asit dozlarinin
mitokondriyal aktiviteye dayali hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisi, doza ve zamana

bagli olarak MTT yontemi kullanilarak her iki hiicre hattinda da aragtirilmustir.

Tseng ve arkadaglarinin yaptigi calismada 0,2-2 mM protokatekuik asit
dozlarinin insan 16semi hiicresi (HL-60) iizerindeki ¢ogalmayi baskilayici etkileri MTT
yontemi kullanilarak 24 ve 48 saat silireyle arastirilmistir. HL-60 hiicreleri iizerinde
cogalmay1 baskilayici etkisi 24 saatte 0,5 mM, 48 saatte ise 0,2 mM dozundan itibaren
goriilmeye baslamistir (Tseng, et al., 2000). Anter ve arkadaslar tarafindan ayni1 hiicre
dizisinde yapilan farkli bir ¢alismada ise protokatekuik asitin farkli dozlar1 (5-35 mM)

ile hiicreler 72 saat siire ile muamele edilmistir. Bu ¢alismada mitokondriyal aktiviteye
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dayal1 hiicre ¢ogalmasini belirlemek i¢cin WST-8 yontemi kullanilmis ve 1Cso degeri ise
12,72 mM olarak hesaplanmistir (Anter, et al., 2011). Tseng ve arkadaslarinin
kullandig1 hiicre hatt1 ile Anter ve arkadaslarmin kullanmis oldugu hiicre hatt1 aym
olmasma ragmen protokatekuik asitin hiicre ¢ogalmasi lizerinde gostermis oldugu
baskilayict etki oldukca farklilik gostermektedir. Ayni calismada hiicre canliligini
belirlemek icin tripan mavisi yontemi kullanildiginda ise 72 saatte 1Cso degeri 4,54 mM
olarak hesaplanmistir (Anter, et al., 2011). Bu c¢alisma aymi dozlarda ve ayni hiicre
dizisi tizerinde yapilmis olmasina ragmen farkli canlilik belirleme yontemleri
kullanildiginda farkli sonuglar elde edilmistir. Bu durum protokatekuik asitin sitotoksik
etkisinin ~ belirlenmesinde  kullanilan  yontemlere bagli olarak da farklilik

gosterebilecegini diigiindiirmektedir.

Diger bir calismada ise 24 ve 48 saat siireyle 1-4 mM arasindaki protokatekuik
asit dozlariin insan gastrik kanser (AGS) hiicre dizisinde, hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
baskilayici etkisi aragtirilmigtir. 48 saatteki 1Cso degeri 4 mM olarak belirtilmistir (Ho,
etal., 2010).

Ayrica Lin ve arkadaglarinin (2007) yapmis oldugu ¢alismada ise iki farkli insan
gastrik karsinom (AGS ve MKN45), insan hepatoseliiler karsinom (Hep3B),
hepatoblastoma (HepG2) ve insan kolorektal karsinom (Lovo ve HT29) hiicre dizileri
tizerindeki protokatekuik asitin 24 saatlik ¢ogalmay baskilayici etkileri MTT yontemi
ile arastinnlmistir. AGS, MKN45, Hep3B, HepG2, HT29 ve Lovo hiicre dizilerinin 24
saatteki 1Cso degerleri sirasiyla 7,3; 15,8; 26,2; 16,8; 22,3 ve >30 mM. olarak
hesaplanmustir (Lin, et al., 2007). Literatiir verileri ile sonuglarimiz karsilastirildiginda
protokatekuik asitin C6 hiicrelerinde daha diisiik dozlarda hiicre ¢ogalmasini baskilayici

etki gosterdigi belirlenmistir.

Lin ve arkadaslarinin (2011) yapmis oldugu farkli bir ¢alismada ise AGS hiicre
dizisi tizerinde 0,1; 0,5; 1,0 ve 2,0 mM protokatekuik asit dozlari 24 saat siireyle
uygulanmistir. Hiicre canliligini belirlemek igin tripan mavisi yontemi kullanilarak, 2
mM dozunun hiicre canliligi1 %70 oraninda azalttigi tespit edilmistir (Lin, et al.,

2011). Calismamizdan elde edilen veriler ile kiyaslandiginda AGS hiicre dizisinin
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glioma hiicre dizilerine gore protokatekuik asitte karst daha duyarli oldugu

goriilmektedir.

Babish ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise protokatekuik asitin insan
tikriik bezi karsinomu (HSG;), insan squamoz karsinomu (HSC-2) ve insan dil
squamdz karsinomu (CAL27) hiicre dizileri tizerinde 24 saatlik ¢ogalmay1 baskilayici
etkileri NR yontemi ile arastirilmistir. Calismada ICsp degerleri sirasiyla 18,7; 23,3;
15,5 mM olarak bulunmustur (Babish, et al., 2002). Notral kirmizist yontemi
kullanilarak elde edilen 24 saatlik sonuclarimiz ile bu c¢alismanin sonuglari
karsilastirildiginda protokatekuik asitin C6 hiicre dizisi tizerindeki lizozomal aktiviteye

dayali cogalmay1 baskilayici etkisinin daha diisiik dozlarda oldugu goriilmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilmasi diisiiniilen ilaglarin 6zellikle apoptotik hiicre
Olimiine neden olmasi istenmektedir. Ciinkii apoptoz cesitli hasarlar sonucunda
hiicrenin programli bir sekilde 6lmesini saglar ve cevresindeki diger komsu hiicreleri
olumsuz bir sekilde etkilemesini engeller. Ayrica kanserlesen hiicrelerin hizli cogalma
slirecine girmeden ortadan kaldirilmasini saglamaktadir. Fakat kanserli hiicreler farkli
mekanizmalar sayesinde apoptotik hiicre liimiinden kacarlar. Bu nedenle kanserlesen
hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiiniin aktive edilmesi kanserin tedavisi i¢in umut verici
nitelik tagimaktadir. Bu sebeple gesitli ilaglarin hiicre ¢ogalmasimi baskilayici
etkilerinin belirlenmesinin ardindan ilacin aktive ettigi hiicre 6liimii tipinin belirlenmesi

gerekmektedir.

Caligmamizda protokatekuik asitin C6 hiicreleri iizerindeki apoptotik ve/veya
nekrotik etkileri Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti kullanilarak arastirilmstir. Sonug
olarak kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda artan doza ve zamana bagli olarak
protokatekuik asitin apoptotik etkiyi arttirdigi belirlenmistir (p<0,001). Bununla

beraber anlaml1 bir nekrotik etki ise gdzlenmemistir (p>0,05).

Benzer sekilde Yin ve arkadaslarinin (2009) yapmis oldugu ¢alismada 1, 2, 4 ve
8 umol/L protokatekuik asitin 48 saat insan meme (MCF7), akciger (A549), serviks
(HeLa), karaciger (HepG2) ve prostat (LNCaP) kanserli hiicreler tizerindeki apoptotik
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etkileri Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti kullamlarak arastinlmistir.  Calismada
kullanilan hiicre hatlarinin tamaminda doza bagli olarak apoptotik etkinin arttig
belirlenmistir. En fazla apoptotik etkinin ise LNCaP hiicresinde goriildiigii rapor
edilmistir (Yin, et al., 2009). Calismamizin Yin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile
benzer sonuglar gosterdigi ve protokatekuik asitin C6 hiicrelerinde apoptotik hiicre

6limiinii doza bagli olarak arttirdig1 belirlenmistir.

Literatiir taramas1 sonucunda protokatekuik asitin zamana bagli olarak apoptotik
etkiyi arttirdigr farkli yontemler kullanilarak da belirlenmistir.  DNA’nin fragmente
olmasi apoptozun spesifik 6zelliklerinden birisidir. Anter ve arkadaslariin (2011) HL-
60 hiicreleri tlizerinde yapilmis bir c¢aligmada, artan doza bagli olarak DNA’nin
fragmente oldugu agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak goézlenmistir (Anter, et
al., 2011). Lin ve arkadaslarinin (2007) yaptigi ¢alismada ise zamana bagl olarak
protokatekuik asitin AGS hiicreleri iizerindeki apoptotik etkiyi artirdigi DAPI ¢ekirdek

boyamasi yontemi ile gosterilmistir.

Protokatekuik asitin apoptoz siirecini tetiklemesine iliskin farklt mekanizmalar
oldugu ¢esitli kanserli hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Lin ve
arkadaglariin (2007) yapmis oldugu ¢alismada AGS hiicrelerinde protokatekuik asitin,
JNK/p38 aktivasyonunu etkili bir sekilde uyardigi, Yip ve arkadaglarmin (2006) yaptigi
caligmada ise HepG2 hiicrelerinde apoptozu, c- Jun N- terminal kinaz (JNK) bagimli
olarak indiikledigi ifade edilmistir.

Tseng ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada HL-60 hiicrelerinde ise
protokatekuik asitin Retinoblastoma (Rb) fosforilasyonu ve Bcl-2 proteininin
ekspresyonunun azalmasinda onemli rol oynayarak apoptozu aktive ettigi belirtilmistir
(Tseng, et al., 2000). Protokatekuik asitin hiicre c¢ogalmasini baskilayic1 etki
mekanizmasina dair ¢aligmalar farkli kanserli hiicre dizilerinde halen ¢aligsilmaya devam

edilmektedir.

Calismamizda, cesitli kanser hiicrelerinde protokatekuik asitin ¢ogalmay1

baskilayici etkisi ¢alisilmis olmasina ragmen, insan glioblastoma multiforme (T98G) ve
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sican glioma (C6) hiicreleri iizerindeki etkisi ilk defa ortaya konmustur. Calismanin
sonuglarina gore protokatekuik asitin hem mitokondriyal hem de lizozomal aktiviteye
dayali olarak C6 hiicre ¢ogalmasimi doza ve zamana bagli olarak benzer sekilde
baskiladigi, buna ragmen; T98G hiicrelerinde ise etkisiz oldugu belirlenmistir. Ayrica
protokatekuik asitin C6 hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak apoptotik hiicre
Olimiinii aktive ettigi ilk defa tespit edilmistir. Protokatekuik asitin C6 hiicrelerinde
apoptozu hangi mekanizmalar sayesinde tetikledigi ile ilgili ileri diizeyde c¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢ vardir. Calismamizin sonuglart gbéz Oniine alindiginda glioma

hiicreleri iizerindeki protokatekuik asitin etkileri ilk defa belirlenmistir.

Calismamizin ilk olma ozelligi tasimasiyla birlikte, bilimsel agidan faydali
olacagina ve daha sonra yapilacak olan in vivo ve in vitro galismalara ise Onciiliik

yapacagina inanmaktayiz.
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