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ONSOz

Gunumuzde birgok insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin en aza indiriimesi ve ¢esitli hastalik etmenlerine kargi koruyucu ajanlar
olarak bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak tiketilen
fitokimyasallari siklikla tiketmektedirler. Bu yuzden, son yillarda fitokimyasallarin
anti-kanserojenik, anti-oksidatif ve anti-mutajenik etkiler goésterdigini, karsinojenlerin
metabolizmasinda etken bir role sahip olan sitokrom P450 enzimlerinin
ekspresyonlarinda degisimlere neden olarak bu tur maddelerin metabolizmasini
degistirdigini bildiren birgok bilimsel c¢alismalar gergeklestiriimigtir. Ayrica, bu
fitokimyasallarin gesitli hastaliklardaki koruyucu ya da iyilestirici rollerinin veya zararl
etkilerinin tanimlanmasina yonelik bilimsel arastirmalar artan bir ilgi ile devam
etmektedir. GUnumuzde bitkilerden izole edilmis bir¢ok aktif bitki bilesenleri dinyanin
dort bir tarafinda yaygin olarak kullaniimakta ve bazi kanser tlrlerinde ise umut
kaynagi olarak gortlmektedir. Bitkilerde bulunan bu aktif maddeler grubundan biride
fenolik asitlerdir. Fenolik asitler bitki aleminde ¢ok siklikla rastlanan dnemli sekonder
metabolitlerdendir. Fenolik asitler hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler
olmak Uzere iki ana alt gruba ayrilirlar. C6-C3 fenilpropan vyapisinda olan
hidroksisinamik asitler, fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve
yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit,
sinapik asit, p- kumarik asit (4-hidroksisinamik asit) ve o-kumarik asittir (2-
hidroksisinamik asit). Bu fenolik asitler sebze, meyve, hububat, kuruyemis, , kahve ve
cay da yuksek miktarda bulundugundan, insanlarin diyetle birlikte siklikla aldiklari
bilesikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda yapilan calismalar kafeik asit,
ferulik asit ve m- ve p-kumarik asidin anti-oksidatif, anti-fibroz, anti-viral, anti-tumor,
anti-trombotik anti-hipertansif gibi birgcok biyolojik aktiviteye sahip olduklari
gosterilmigtir. Buna karsin, o-kumarik asidin biyolojik aktivitelerine yonelik ¢caligmalar
literatirde ¢ok azdir. Bu galismalar daha ¢ok bu maddenin anti-oksidan ve anti-
lipidemik aktiviteleri ile ilgilidir. Bu nedenle, benzer fenolik asitler gibi anti-karsinojenik
etki gosterme ihtimalinin ylksek olmasi ve insanlar tarafindan diyetle beraber sik
alinilmasi, o-kumarik asidi insan sagligi agisindan énemli yapmaktadir. Bu ¢alismada
diyetle siklikla alinan ve geleneksel tedavide yaygin olarak kullanilan isirgan otu,

Okse otu, mercankdgskl, zerdecal, keten tohumu, yaban mersini, kudret nari ve



kuskonmaz gibi bitkilerde bulunan o-kumarik asidin, anti-karsinojenik etkilerinin ve

etki mekanizmalarinin saptanmasi amaglanmistir.

Bu amagla, insan meme kanseri (MCF 7), insan karaciger kanseri (HepG2) ve insan
fibroblast hicre hattinda (3T3) sitotoksite c¢alismalari  gergeklestiriimigstir.
Antikarsinojenik etki mekanizmalarinda rol oynayan hicre dongusu duzenleyici
genler (siklin D2, p21 ve pl6) ve timor baskilayici genlerin (p53, PTEN) ekpresyon
dizeyleri (mMRNA ve protein dlzeyleri) tespit edilerek etki mekanizmalari
tanimlanmaya c¢alisildi. Ayrica bu fenolik asit'in Apoptoz yolaklarinda ¢alisan Bcl-2,
bax, Kaspaz 3 ve 9, APAF-1 gibi genlerin ekspresyon ve protein diuzeyleri tespit
edildi. Tdm bunlarin yani sira o-kumarik asidin HepG2 hiicre hattinda,
prokarsinojen/karsinojen metabolizmasinda énem arz eden spesifik sitokrom P450

izozimlerinin ekpresyon ve protein duzeyleri tUzerine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular, o-kumarik asidin MCF-7 hicrelerinde yukarida belirtilen
genlerin ekspresyonlarinda degismelere yol actigini gostermistir. Ayrica, bu fenolik
asidin HEPG2 hicrelerinde CYP450 izozimlerinin ekspresyonlarinda ciddi
degisimlere sebep oldugu saptanmistir. Tum bu sonuglar o-kumarik asidin anti-
karsinojenik etki gostermesine ragmen kanser olusum riski, klinik toksite ve ilaglarin
metabolizmasinda bozulmalara sebep olabilecedi sonucuna varilmigtir. Bu yuzden

bu sekonder bilesik icin doz ayarlanmasi yapilmasi gergegi ortaya konmustur.
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OZET

o0-Kumarik Asit’in (Trans 2-Hidroksisinnamik Asit) Apoptoz ve Karsinojen Yolaklari ile

Ksenobiyotik Metabolizmasi Uzerine Etkilerinin Molekiiler Diizeyde Aydinlatiimasi.

Gunumuzde birgok insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin giderilmesi ve c¢esitli hastalik etmenlerine karsi koruyucu ajanlar olarak
bitkisel preparatlari ya da normal diyetlerin bilesenleri olan fitokimyasallari siklikla
tuketmektedirler. Bu galisma insanlarin diyetle birlikte siklikla aldiklari ve geleneksel
tedavi amacl tibbi bitkilerin yapisinda yaygin bir sekilde bulunan o-kumarik asitin
anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmalari ile olasi diyet-ilag
potansiyelinin belirlenmesini kapsamaktadir. Bu amagla, o-kumarik asit insan meme
kanseri hiucre hattina (MCF 7), insan karaciger kanseri hicre hattina (HepG2) ve
iinsan fibroblast hiicre hattinda (3T3) uygulandi ve sitotoksik etkileri ve etkin dozlari
saptandi. Anti-karsinojenik etki mekanizmalarinda rol oynayan hicre doéngusu
duzenliyici genler (siklin2, CDK4, p21 ve p16) ile onkogen ve tUmor baskilayici
genlerin (pRb, p53, PTEN) ekspresyon dizeyleri tespit (MRNA ve protein duzeyleri)
edilerek transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmalari tanimlandi. Ayrica
apoptoz yolaklarinda calisan Bcl-2, bax, Kaspaz 3 ve 9, ve APAF-1 gibi proteinlerin
gen ekspresyon ve protein duzeyleri tespit edildi. Tum bunlara ek olarak, ilag ve
prokarsinojen/karsinojen metabolizmasinda 6nem arz eden spesifik sitokrom P450
izozimlerinin gen ekpresyon ve protein duzeyleri Uzerine etkileri belirlendi.

Sitotoksisite sonuglarina gore, LD50 degerleri, MCF-7 HepG2 ve 3T3 hucreleri igin
sirastyla 7,39 mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmigtir. 3T3 hucrelerine
MCF-7 ile karsilastirma yapabilmek icin MCF-7 hcrelerine uygulanan 4.95 mM o-
kumarik asit dozu uygulandi. o-kumarik asit apoptoz yolaginda gorev alan Kaspaz 3
ve bax proteinlerinin mMRNA ve protein seviyelerini artirirken (1.59-2.52-kat,p<0.05),
bu proteinlerin seviyeleri T3 hattinda istatistiksel olarak anlamli dedismemigtir. Mcf-7
hicre hattinda Bcl-2’in mRNA ve protein seviyesi sirasiyla 35% ve 48% azalmistir
(p<0.05). 3T3 hucre hattinda ise bcl-2'nin protein ve mRNA seviyesi yaklasik 1.25-
kat artmasina ragmen bu artis anlamli bulunmamistir. Apoptoz yolaginda gorev alan
Apaf-1 ve kaspaz 9 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 2 hidcre hattinda da
degismemistir. O-kumarik uygulamasi sonucunda hicre doénglstinde goérev alan
siklin D1, D2 ve siklin bagimli kinaz 2’nin protein ve mRNA seviyeleri her iki hicre

hattinda da azalis goOstermektedir (10-65%). O-kumarik asit timoér baskilayici



proteinlerden olan p53 ve PTEN’in mRNA ve protein seviyesini her iki hicre hattinda
artmasina neden olmustur (1.55-3.43-kat, p<0.05). Retinblastomanin (Rb) mRNA ve
protein seviyesinde anlamli degisimlere yol agmamistir. Tum bunlara ek olarak, o-
kumarik asit HepG2 hucre hattinda CYP1A2, CYP2E1 ve CYP2C92un mRNA ve
protein seviyelerin artmasina sebep olmustur (1.4-5.24-kat, p<0.05). CYP3A4’Un
MRNA ve protein seviyesi ise azalmistir (52 % ve 60%, p<0.05).

Tum bu sonuglar, o-kumarik asit, kanser olusumunu ve geligimini bircok noktadan
engelleyerek antikarsinojenik etki gosterdigini ortaya koymustur. Fakat, kimyasal
karsinojenezde rol alan CYP1A2 ve CYP2E1l gibi proteinlerin o-kumarik asit
uygulamasi sonucunda induklenmesi, kullanimdan once bir doz ayarlanmasi

yapillmasi gerceginide ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: o-kumarik asit, anti-karsinojen etki, apoptotik etki, Sitokrom
P450 izozimleri, fitokimyasal-ilag etkilesimleri, molekuler mekanizma



ABSTRACT

Investigating the effect of o-coumaric acid (trans 2-hydroxycinnamic acid) on
apoptosis and carcinogen pathyways and xenobiotic metabolism with
molecular approaches.

Nowadays many people consume frequently herbal remedies or phytochemicals that
are constituent of normal diet in order to reduce chemicals’ toxic, mutagenic and
carcinogenic effects and as a protective agent against various disease factors. The
scope of this proposed research project is to determine action mechanism of the anti-
carcinogenic, apoptotic effects and possible diet-drug interaction potential of the o-
cumaric acid that is taken frequently by diet and found in traditional therapeutic
medicinal plants widely. For this purpose, o-coumaric acid was applied to human
breast cancer cell line (MCF-7), human liver cancer cell line (HepG2) and human
fibroblast cell line (3T3). So, cytotoxic effects and effective doses was determined.
Expression levels of cell cycle regulatory genes involved in anti-carcinogenic
mechanisms (cyclin2, Cdk4, p21, and p16) and of oncogenes and tumor suppressor
genes (pRb, p53, PTEN) was detected whereby transcriptional and translational
mechanisms will be undertaken to clarify. Moreover, expression levels of genes
working in the apoptosis pathway such as Bcl-2, bax, caspase 3, 8 and 9 and APAF-
1 was identified and thus transcriptional and translational mechanisms will be
attempted to define. In addition to all, expression and protein levels of cytochrome
P450 isozymes important in drug and procarcinojen/carcinogen metabolism were

determined

According to cytotoxicity results, LD50 values were calculated as 7,39 mM, 4.95 mM
and 7.96 mM in, MCF-7 HepG2 and 3T3 cells, respectively. Although o-coumaric
acid was increased the mRNA and protein levels of apoptotic proteins, namely
caspase 3 and bax in MCF-7 cells (1.59-2.52-fold,p<0.05), these proteins’ mRNA
and protein levels was not changed statistically significant in 3T3 cell line. Bcl-2’s
MRNA and protein levels were decreased 35% and 48% in MCF-7 cells, respectively
(p<0.05). Although, protein and mRNA levels of bcl-2 were increased approximately
1.25-fold, this increases were not found statistically significant. Apaf-1 and caspase 9

proteins’ expression levels was not changed in both cell lines. The levels of mMRNA



and proteins of cell cycle proteins namely cyclin D1, D2 and cyclin dependent kinase
2 were decreased in both cell lines (10-65%). In contrast to these proteins, another
cell cyle regulatory protein CDNK2A’ mRNA and protein levels were increased nearly
3.0-fold in MCF-7 cell line. On the other hand, mRNA and protein levels of CDKN2A
were not changed statistically significant in 3T3 cells. O-coumaric acid caused
increase in MRNA and protein levels of tumor suppressor proteins namely P53 and
PTEN in both cell lines (1.55-3.43-fold, p<0.05). mRNA and protein levels of
Retinoblastoma (Rb) was not changed statistically significant. In addition to these, o-
coumaric acid was caused increases in mMRNA and protein levels of CYP1A2,
CYP2E1 and CYP2C9 in HepG2 cells (1.4-5.24-fold, p<0.05). In contrast to these,
CYP3A4’s mRNA and protein levels were decreased (52 % and 60%, p<0.05).

All of these results, o-coumaric acid shows anti-carcinogenic acid by preventing
cancer formation and development in multiple points. But, o-coumaric acid treatment
was induced the CYP1A2 and CYP2E1l which are involved in chemical

carcinogenesis so, dose adjustment must be required before usage.

Key Words: o-coumaric acid, anti-carcinogenic effect, apoptotic effect,
Cytochrome P450 isozymes, Phytochemical-diet interaction, molecular mechanisms
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1. GIRIS

Endustrilesmenin gelismesiyle birlikte ¢evreye her yil binlerce gesit kimyasal
madde atilmaktadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tip alanindaki
gelismelerle birlikte her gun yeni bir ilag c¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla
uretiimektedir. Bunun sonucu olarak, dunyamizdaki canlilar ve o6zellikle insanlar,
bircogu toksik olan bu bilesiklere ve kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Bunun
sonucunda insanlar da kanser dahil birgcok hastalik olugsmaktadir. Erken teshis ve
tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lum nedeni olarak ilk siralardaki
yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Gunimuzde kanser gelisiminin ve kontrolinUn
dogal antioksidan, anti-mutajen ve anti-karsinojen maddeler kullanilarak énlenmesi
(chemeprevention) giderek artan bicimde 6nem kazanmaktadir. Bu maddeler ilag
halinde sentetik olarak ya da diyet icerisinde tabii kaynakl bilesikler halinde
bulunmaktadir (Morse ve Stoner, 1993). Fakat bir¢cok bitkinin i¢cinde bulunan dogal
kaynakh anti-oksidan, anti-mutajen ve anti-karsinojen maddelerin 6nemi son yillarda
giderek artmaya baslamigtir. Fitokimyasallara gosterilen artan ilgi, bu kimyasallarin
kanser, yaslanma ve kardiyovaskller hastaliklar gibi patofizyolojik olusumlarda
onemli koruyucu rollere sahip olmalarinin yapilan bilimsel ¢alismalar ile gosterilmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar bu
maddeleri iceren sebze ve meyve tuketiminin insanlari kansere karsi korudugunu
gOstermektedir. (Nestle, 1992, Giuliano, ve Gapstur, 1998, Nestle, 1998). Ayrica,
dinyada ve de Turkiye de pek ¢ok kanser hastasi kemoterapi, radyoterapi gibi
konvansiyonel tedavilerin yani sira bu maddeleri iceren bitkisel preparatlari
tamamlayici ve alternatif tedavi olarak siklkla kullanmaktadirlar. Bunun sonucunda,
gunumuzde bu urunlere gosterilen ilgi her gegen gun artmakta, hem halk sagligi
agisindan 6nem olusturmakta hem de ¢ok blyuk bir ekonomik deger olarak ortaya
¢cikmaktadir. Bu Urunlerin, ABD'de 5 milyar dolar, dinya genelinde ise 50 milyar
dolarlik yillik ticaret hacmine erigtigi belirtimektedir (Gruenwald 2000). Ancak halk
arasindaki yanlis yaygin kani bu preparatlarin dogal oldugu ve zararsiz oldugu

inancinin aksine bu preparatlarin hayati tehlike arz eden durumlar olusturmaktadir.
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Bitkisel materyallerde bulunan fitokimyasallar kabaca, fenolik asitler ve
flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler bitkide serbest ve bagl formda
bulunurlar. Bagh fenolikler ester, eter ve asetal baglar ile gesitli bitkisel bilesiklere
baglanmis olabilirler (Xu ve ark., 2007). Bitkilerin biyimesinde ve Uremesinde ¢ok
onemli gorevleri olan bu bilesikler genellikle hidroksibenzoik asitler ve
hidroksisinamik asitler olmak Uzere iki ana alt gruba ayrilirlar. (Bravo, 1998). Fenolik
asitlerden, “hidroksisinamik asitler” grubundaki bilesiklerin yapisi, C6-C3 iskeletine
dayanmaktadir. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit p-kumarik
asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde hidroksinamik asitlerin blyulk bir kismi organik
asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar. Bu aktif maddeler Gzim, cilek,
kayisi, elma, portakal, patates, sogan, sarimsak, turp, soya, havug¢ gibi sebze ve
meyvelerde, bugday, arpa, piring gibi hububatlarda, yer fistigi gibi kuruyemislerde,
pekmez, bal, sarap, kahve ve gay da ylksek miktarda bulundugundan, insanlarin
diyetleriyle siklikla aldiklari bilegikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (King ve Young,
1999; Ozkan, 1999; Karadeniz ve Eksi, 2001; Di Mauro ve ark., 2002; Giusti ve
Wrolstad, 2003; Robbins, 2003; Turhan ve Yildiz, 2003; Yao ve ark., 2004; Nystrom
ve ark., 2005; Gokturk Baydar, 2006; Gorinstein ve ark., 2008; Nilufer ve Boyacioglu,
2008; Christophoridou ve Dais, 2009; Kan ve Bostan, 2010). Ayrica hidroksisinamik
asitler, Ulkemizde “Tamamlayici ve Alternatif Tedavide” siklikla kullanilan isirgan otu,
Okse otu, zerdacgal, kokulu yonca, kelek otu, kusburnu, karayemis, keten tohumu,
kuskonmaz, kudret nari, yaban mersini gibi bitkilerde de bulunmaktadirlar (Glveng,
1997; Ayan ve ark., 2004; isleroglu ve ark., 2005; Pappas ve Schaich, 2009; Zhang
ve ark., 2009; ).

Bitkilerdeki fenolik maddelere baktigimiz zaman flavonoidler bu maddelerin
yaklasik Ugte ikisini iceren baskin sinif olarak kargimiza ¢ikmasina ragmen, son
yillarda kuguk bir sinif olan fenolik asitlerin antioksidan 6zellikleriyle alakali birgok
calisma dikkatleri bu grup Uzerine ¢ekmistir. Bu maddelerin bitki odakli yiyeceklerin
yapisinda kacginilmaz olarak bulundugundan dolayl, insanlar diyetlerine gore
(diyetlerin sebze, meyve hububat, cay, kahve, baharat oranlarina gére) bu
maddelerden gunde yaklasik 25 mg ile 1g arasinda almaktadirlar (Clifford, 1999).
Ayrica, son yillarda yapilan ¢alismalar kafeik asit, ferulik asit ve m- ve p-kumarik
asit gibi fenolik asitlerin anti-fibroz, anti-viral, anti-timor, anti-trombotik anti-

hipertansif gibi birgcok biyolojik aktiviteye sahip olduklarini gostermistir (Graf, 1992;
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Asanoma ve ark., 1994; Fesen ve ark., 1994; Park ve Kahng, 1995; Hudson ve ark.,
2000; Morton ve ark., 2000; Adom and Liu, 2002; Johnson ve ark., 2004,
Balasubashini ve ark., 2004; Kampa ve ark., 2004; Chuang ve ark., 2005; Khanduja
ve ark., 2006; Ren ve ark., 2009; Maurya ve Devasagayam, 2010; Prasad ve ark.,
2010). Buna karsin, o-kumarik asidin biyolojik aktivitelerine yodnelik c¢alismalar
literatirde ¢ok azdir (Owen ve ark., 2000; Yeh ve ark., 2005; Hsu ve Yen, 2007; Hsu
ve ark., 2009).

Antikarsinojenik etki ve Fitokimyasal Etkiler (Proje Kapsaminda)

Son vyillarda gelisen molekuler biyoloji teknikleri, kanser biyolojisi ve olusum
mekanizmalari hakkinda ¢ok fazla bilgi elde edilmesini saglamistir. Bununla birlikte,
bircok bitkisel ajanin hlcre i¢i sinyal vyolaklarindaki hedef proteinlerin
ekspresyonlarini etkileyerek timaér olusumunu baskiladigi gosterilmistir (Sekil 1). Bu
proje kapsaminda calisilan, kanser biyolojisinde ve tumodr baskilanmasinda énemli

rol oynayan hedef sinyal yolaklari asagida verilmektedir:

\L Antiapoptotik \l/KanserIi Hicre

Proteinler o
JAK STAT ! Cogalmasi

\LCokIu ilac Direnci Yolagl Sitokrom P450'ler [
Antioksidan T \ 7 AP-1
enzimler /

)

Topoizomerazlar g 3 Blyume
\ Faktor Yolagi
® | NF-«kB

invazyon % ] J/Yolaél
(MMP-9, ICAM-1)
\LHUcre Doéngusu \L Anjiogenez
Proteinleri (VEGF)
Osteoklastojenez TApoptoz
Yolag Onkogenler\l/
ve Tumor baski
proteinleri

Sekil 1.1. Kanser tedavisinde Alternatif ve Tamamlayici tedavi olarak kullanilan
bitkilerin etkiledigi hedef proteinler (Proje kapsaminsa calisilanlar), (Aggarwal ve
ark., 2006’dan uyarlanmigtir)

16



a. Tumor baskilayici genler: Tumor baskilayici genler (anti-onkogenler) ise
kontrolsliz hidcre proliferasyonu onlemede yer alirlar. Bu genlerde mutasyonlar
sonucunda meydana gelen fonksiyon kaybi timor gelisimine sebep olabilir. Bu
genlerden baslicalari: Retinoblastoma (Rb), p53, PTEN, BRCA-1 ve BRCA-2,
Adenomatoz polipozis koli (APC), VHL, NF-1 ve NF-2 genleridir. Rb hucre siklusunda
G1'den S fazina ilerlemesinde fren gorevi yapan proteindir. Diger onemli tiamor
baskilayici gen p53’tlir. p53 geni 17. kromozom Uzerinde bulunur. 11 ekzondan
olusur. DNA hasari sonrasi ekspresyonu artar ve DNA tamiri tamamlanana kadar
hdcrenin S fazina girmesini engeller. p53 tumor baskilayici gen, insan kanserlerinde

en sik mutasyon goézlenen genlerden biridir (Machado-Silva ve ark., 2010).

b. Hicre dongusu dizenleyici proteinleri: Hicre donglsi dongl evresine goére
dizeyleri dedisen siklin, siklin bagimh kinazlar (CDK) siklin bagimh kinaz inhibitér
(CDKI) proteinleri tarafindan kontrol edilir. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda
inaktiftirler. Bu proteinler, siklin'e baglandiklarinda aktifleserek aktif siklin-CDK
komplekslerini olustururlar. Bu kompleks hedef proteinleri fosforile ederek hicre
doéngunin devamhligini saglar (Alberts ve ark., 2002). Memeli hlcrelerinde hticre
dongusunun diuzenlenmesinde 11 adet CDK ve 16 adet siklin rol oynamaktadir
(Cadabak, 2008). Siklin D ve CDK 4 hucre dongusunde S fazina gegiste rol alan
kompleksi olusturan iki proteindir. Siklin/CDK kompleksin aktivitesi CDK inhibitorleri
(CDKI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinler Siklin/CDK kompleksi olusumunu ve
DNA replikasyonunu inhibe eder. Etkiledikleri CDK ve inhibisyon mekanizmalarina
gore iki farkli CDKI ailesi vardir. Cip/Kip ailesi p21, p27, p57 isimli proteinlerden
olusur ve tum CDK’lar inhibe ederler. Diger yandan INK4/ARF ailesi ise p15, p16,
p18, p19 proteinlerinden olusur ve CDK4 ve CDKG'yi inhibe eder (Cadabak 2008).
Tum bu genlerin ekspresyonlarinda ve proteinlerinin miktarlarindaki artis ve ya azalis
birgcok kanser tirinde sik rastlanan bir durum olarak karsimiza ¢gikmaktadir (Ekmekci
ve ark., 2008)

c. Apoptoz yolaklari: Apoptoz normal hicre devir orani, immun sistem, embriyonik
gelisim, metamorfoz, hormon bagimli atrofi ve ayrica kimyasallara bagl olarak
olusan hucre 6lUmUunu iceren pek ¢ok biyolojik olayda dnemli bir prosestir. Bunun
yaninda, apoptoz/proliferasyon dengesindeki degisim, Alzheimer, Parkinson,

Huntington gibi norodejeneratif hastaliklar, otoimmun hastaliklari ve bazi kanser
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turlerine  neden olmaktadir (Mcphie ve ark.,, 2003, Cohen, 1997).
Apoptoz/proliferasyon dengesi saglikli doku homeostazinin devamina baglidir ve bu
dengenin bozulmasi kanser dahil birgok Oonemli hastaligin patogenezinde rol
almaktadir (Mcphie ve ark., 2003). Fizyolojik émrini tamamladigi halde cesitli
nedenlerle apoptoza gidemeyen hucreler habis hucrelere donisme potansiyeline
sahiptir (Stratton ve ark., 2009). Bundan dolayi, son yillarda, anti timor ilag gelistirme
arastirmalarinda apoptozun indiiklenmesi 6nemli bir strateji haline gelmistir. Ozellikle
bitkilerden elde eldilen aktif maddeler metastatik hlcrelerde apoptoz tetikleyicisi
olarak kullanilabilmektedir. (Senderowicz, 2004). Apoptotik suregte temel olarak iki
protein ailesi dnemli rol oynarlar. Bunlardan biri Bcl-2 ailesi digeri ise kaspazlardir.
Apoptotik olusumda buylk 6nem arz eden mitokondri membran buatunlugu buyuk
Olclide Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir (Garcia-Saez ve ark., 2010; Gross ve
ark., 1999). Bu gen ailesinin uyeleri, kendi iclerinde birbirlerine antogonist calisarak
apoptozu uyaran veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden anti-
apoptotik olanlar (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w) apoptoz olusumunu engellerlerken, pro-
apoptotik olanlar (Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf) apoptozu uyarir (Chipuk ve
ark., 2010, Pradelli ve ark., 2010, Wang ve Youle, 2009). Apoptozda yer alan ikinci
protein ailesi ise kaspazlardir. Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan aktif
merkezlerinde sisteinlerin yer aldigi proteazlardir. Kaspazlar, baslatici kaspazlar
(kaspaz 2, 8, 9, 10 ) ve efektor kaspazlar (kazpaz 3, 6, 7) olmak Uzere iki gruba
ayrilir (Pop ve Salvesen 2009, Franke vd 2003). Kaspazlar apoptoz disinda hicrenin
¢ogalmasinda, farklilasmasinda da gorevlidirler (Pop ve Salvesen 2009, Lamkanfil
ve ark., 2007).

Fitokimyasalin kanser biyolojisinde ve tumor baskilanmasinda 6nemli rol
oynayan bir¢cok genin, protein ve gen ekspresyon seviyelerini degistirdikleri, bu
sayede antikarsinojenik etki gosterdikleri bilinmektedir. (Sekil 2). Ornegin,
fitokimyasal kullanilarak apoptoz induklenmesi ve kanser hucrelerin yok edilmesi,
kanser tedavisinde ¢ok énemli ve umut vaat edici bir strateji haline gelmigstir. Cesitli
bitkilerden elde edilen fitokimyasallarin oral kavite, pankreas, akciger, deri, tiroid ve
g6gus kanser hucre hatlarinda kaspaz 3’e bagimli, JNK-c-Jun-FasL-kaspaz-3 sinyal
yolagini aktive ederek, Bax/Bcl-2 oranini artirarak, p53 yolagini aktive ederek,
mitokondrial yolak aktivasyonu ile (sitokrom c, Bax, Bcl-2, kaspaz 8, kaspaz-9,
kaspaz-3), TNF, nitrik oksit sentaz, nuklear faktor Kappa B (NF-kappaB) gibi
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proteinlerin seviyelerini degistirerek apoptozu indukledikleri yapilan c¢alismalarla
belirlenmistir. (Kang ve ark., 2010., Oyagbem ve ark., 2010, Shin ve ark., 2010,
Wang ve ark., 2010 Kuang ve ark., 2009, Zhang ve ark., 2009). Ferulik asit, p- ve
m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik asitlerin insan kanser hicre hatlarinda ve
deney hayvanlarinda Bax, Bcl-2, siklin bagimh kinazlar, siklin B1, kasein kinaz 2,
p53, kaspazlar ve FAS/FASL yolagi yoluyla apoptozu induklemekte ve anti-
karsinojenik etki gdstermektedirler (Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005;
Kahnduja ve ark., 2006; Chen ve ark., 2007; Nakajima ve ark., 2009; Chang ve ark.,
2010; Balakrishnan ve ark., 2010). Diyetle ¢cok fazla anilan o-kumarik asidin anti-
karsinojenik aktivitesi ile alakali gcalisma sadece bir tanedir (Hsu ve Yen, 2007). Fakat
bu calisma etki mekanizmasinin aydinlatiimasi ile alakali olmayip florosan mikroskop
ile apoptoz tayinini kapsamaktadir. Bu ¢alisma ile bu maddenin anti-karsinojenik etki
mekanizmalari 6nceki calismayla kiyaslandigi zaman bu kadar kapsamli bir sekilde

ilk defa aydinlatiimaya caligilacaktir.

Bosvelik asit Sulforafan

kukurbitasinler
Yakukinon

Ellajik asit
vitanolid < /

Dialil sulfid ajoene,

Resveratrol e e > S-allil sistein allisin,
/ \
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\\ S Ursolik asit
\
\
\
\
Va H \
Genistein kurkumin ' \
Anetol Apigenin, Luteolin Lifonen, Hesperidin
’ Emodin
6-gingerol kuersetin

Sekil 1.2. Tamamlayici ve Alternatif Tedavide kullanilan biyo-etki gosteren aktif
fitokimyasallar
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Sitokrom P450 ve Fitokimyasal etkilesimleri

Son on yil suresince, bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak
tuketilen fitokimyasallar ylksek dozlarda ve surekli alindiklarinda; karsinojen
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarinda
degisimlere neden olarak karsinojenik maddelerin metabolizmasini degistirdigi, anti-
kanserojenik, anti-oksidatif, anti-mutajenik etkiler gosterdigini bildiren kanitlar
sunulmustur (Zhou ve ark. 2003, 2004). Sitokrom P450 (CYP450) enzimleri, hem
endojen (yag asitleri, steroidler vb) hem de ekzojen (ilaglar, ¢evresel kirleticiler vb)
bilesiklerin metabolizmasinda rol alan sitokrom P450-bagimli monooksijenazlarin
[E.C.1.14.14.1] terminal enzimleridir ve Faz | enzimlerinin énemli bir ailesini teskil
ederler (Cooper ve ark. 1965, Adali ve ark., 1996; Arin¢ ve ark, 1991, 2000, 2007;
Sen ve Arinc 2000; Sen ve ark., 2001; Orellana ve ark.,2001; Yamaori ve ark. 2004;
James ve ark. 2005; Semiz ve Sen, 2007, Sen ve Semiz 2007; Ozkarsli ve ark.,
2008). Gunumuzde Klinik olarak kullanilan ilaglarin yaklasik % 75’inin ve ¢ok buyuk
miktarda diyetsel kaynakli bilesiklerin Faz | bagimli metabolizmalarini Sitokrom P450
enzimleri gergeklestirir. Insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri ¢ genel gruba
ayristirilabilir. 1) Daha cok ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri
(CYP1-3), 2) Endojen metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yag
asitleri metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP4

ailesi.

Bircok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidlerin) 6zgliin sitokrom P450
izozimlerini indUkledikleri, aktivitelerini artirdiklari veya ketledikleri ve bdylelikle ikincil
uyartilara olan cevaplarini degistirdigi bilinmektedir. Birgok karsinojenin DNA gibi
makro molekullere kovalent olarak baglanabilen reaktif elektrofilik metabolitlere veya
inaktif metabolitlere dénusumleri CYP450 (6zellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve
CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir (McLemore 1990, Smith ve ark. 1996,
Conney 2003). Olusan reaktif metabolitler diger Faz | veya Faz Il enzimlerince inaktif
urinlere  donuastirilmektedir.  Sonu¢ olarak, karsinojenlerin  bu  sekilde
detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diger Faz | ve Faz
Il enzimlerinin indUksiyonu, karsinojenlerin etkilerine kargi bir koruma ve savunma

sistemi olusturabilir.
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Sitokrom P4501 ailesi 1A1, 1A2 ve 1B1 isoformlarinini kapsar ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin
aktivasyonunda ve biyotransformasyonunda o6nemli rol oynar. Akciger kanseri
(McLemore ve ark. 1990), kolorektal kanser (Sivaraman ve ark. 1994) ve meme
kanseri (Jefcoate ve ark. 2000) gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 isoformlarinin
onemli rol oynadigi goésterilmigtir. Ozellikle son yillarda yapilan birgok galismada
cesitli fitokimyasallarin (galangin, theaflavin, kuersetin, genistein,,dimetoksiflavon,
diosmetin, hidroksigalkon, biyokanin, flavon vb.) CYP1 isormlarinin ekspresyonlarini
veya aktivitelerini inhibe etmeleri ile gesitli kanser turlerinde 6nemli baskilayici etkiler
gosterdikleri bildirilmistir (Ciolino ve ark. 1998, Ciolino ve Yeh 1999, Henderson ve
ark. 2000, Machala ve ark. 2001, Chan ve ark. 2002, Wang ve ark. 2005, Wen ve
ark. 2005). CYP2E1 etanol ile indlklenebilen, kiigik molekuler agirlikli bilesiklerin ve
asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan ilaglarin biyotransformasyonunda rol alan
ve karsinojen (6zellikle arilaminlerin) metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir
diger CYP isoformudur. CYP1 isoformlarin aksine CYP2E1 transkripsiyonel
kontrollin yani sira post-transkripsiyonel olarak ta kontrol edilen ve bu anlamda CYP
isoformlari arasinda farklilik gosteren bir isoformdur. CYP1 ailesinde oldugu gibi
cesitli fitokimyasallarin CYP2E1 aktivitesini inhibe ederek veya protein duzeyini
azaltarak nitrozoaminlerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini antagonize ettigi
gOsterilmistir (Apostolides ve ark. 1997, Shukla ve Taneja 2002, Catteral ve ark.
2003). CYP super ailesinin insanda en fazla ifade edilen isoformu olan CYP3A4
bilinen terapotik ajanlarin %50’sinden fazlasinin metabolizmasinda yer almasi
nedeni ile de hayli 6nem arz eden bir diger CYP isoformudur. Cesitli bitkilerin
metanolik veya etanolik ekstrelerinin CYP3A4 aktivitesini module ettikleri ve bu bitki
bilesenlerinin enzimle etkilestigi gésterilmistir. (Obach 2000, Bray ve ark. 2002, Zhou
ve ark. 2003). Dolayisi ile fitokimyasallarin CYP3A4 tarafindan metabolize edilen
terapodtik ajanlarin etkinligini azaltarak ya da artirarak etkileme potansiyeline sahip
olmasi ve c¢ok sayida bilesigin metabolizmasinda yer almasindan dolayr bu

etkilesimlerin tanimlanmasi son derece 6nemlidir.

Literatirde fenolik asitlerin insan kanser hlcre hattinda P450 sistemini Uzerine
etkileriyle ilgili sadece bir ¢alisma vardir (Ferguson ve ark., 2005 ). Bu ¢alismada;
ferulik asit ile p-kumarik asidin CYP1Al enzim aktivitesini insan kolon

adenokarsinoma hucre hattinda dusurdugu gosterilmistir. Benzer sekilde, kisitl
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sayida deney hayvanlari ile yapilan calismalarla, fenolik asit¢ce zengin bazi bitki
ekstrelerinin P450 sistemini etkiledigi gosterilmistir (Ewertowska ve ark; 2009;
Palikova ve ark; 2010).

Sebze, meyve, kuruyemis gibi alinan bitkisel besinler ile geleneksel tedavi
amacl kullanilan isirgan otu, zerdegal, mercankosk, keten tohumu gibi bazi tibbi
bitkilerde bulunan o-kumarik asidin (2-hidroksisinamik asit) anti-karsinojenik ve
apoptotik  etkilerinin etki mekanizmalarn ile olasi diyet-ilag potansiyelinin
belirlenmesini kapsamaktadir. Bu kapsamda o-kumarik asit degisik dozlarda insan
kanser hucre hatti ile kanser olmayan hucre hattina uygulandi ve bu hucre hatlari
uzerine sitotoksik etkileri saptandi. Sitotoksite testinden elde edilen verilere gére bu
madde hucre hatlarina uygulandi ve daha sonra o-kumarik asidin tumor baskilayici
proteinlerin, apoptoz yolaklarindaki proteinlerin ve karsinojen metabolizmasinda yer
alan ve 6nem arz eden proteinlerin gen ekspresyon ve protein duzeylerine olan

etkileri ¢alisildi ve olasi etki mekanizmalari tanimlandi.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1.Hucre Kulturu ve o-Kumarik Asidin Uygulanmasi

o-Kumarik asidin anti-karsinojenik ve apoptotik etki mekanizmalarinin
aydinlatimasinda insan meme adenokarsinoma hicre hattt (MCF-7) ve insan
fibroblast hicre hatti (3T3), sitokrom P450 izozimlerinin ekpresyon duzeylerinin
saptanmasi igin insan karaciger kanser (HepG2) hucre hatti kullaniimigtir. Bu
hicreler % 5 Fetal Calf serum (FCS) igeren Dulbecco’s modified Eagle (DMEM) ve
ya RPMI besi ortami icersinde 37°C, %5 CO, ve %95 nem iceren ortamda inkube
edilerek buyutulmeleri saglandi. o-kumarik asit DMSO iginde ¢6zuldu ve degisik
konsantrasyonlari hicre dizisi Uzerine 48 saat sUresince maruz birakildi. Bu islem
icin buyutulen hucreler 96 kuyulu plakalardan tripsin ile kaldirdi ve steril Falcon
tlplere alinarak 1500’ rpm de 24 °C de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatant atilip,
dibe ¢dken hicreler 2 ml besiyer icinde ¢oztlerek Tripan blue (1:1000 sulandiriimis)
ile boyanarak Thoma laminda sayimlari gergeklestirildi. 96’lik plakada her kuyucukta
1 x 10* hiicre olacak sekilde ekildi ve plakalarin {izeri toplamda 200 pl olacak sekilde
besiyeri ile tamamlandi. 24 saat hUcrelerin plakaya yapismasi igin CO,
inkibatorunde bekletildi ve. 24 saatin sonunda besiyeri dokulerek ve degisik
konsantrasyonlarda aktif madde kuyucuklara ytklendi. Kontrol grubuna ise sadece
besi ortami veya ayni oranda ¢ozucu eklendi. Tum kuyucuklar 100 pl'ye besiyeri ile
tamamlanarak 48 saat CO, inkUbatorinde bekletildi ve sure sonunda besiyerleri
plakadan uzaklastirilarak 10 ul WST-1 solisyonu eklendi. WST-1 eklendikten 2 saat
sonra olusan renk 450 ve 690 nm de mikroplaka okuyucuda olclldi ve bu

absorbsiyon degerleri kullanilarak hicreleri %50 6ldiren konsantrasyon belirlendi.

2.2.mRNA Ekspresyon Diizey Tayini
2.2.1.Hiicre Hattinda Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol solisyonu kullanilarak Uretici firmanin 6nerdigi
talimatlarina gore gerceklestirildi ancak kendi laboratuar kosullarimiz igin optimize
ettigimiz prosedir uygulandi. Buna goére kontrol ve o-kumarik asit ile muamele
edilmis yaklasik 1 x 10° hiicre 0,3 ml pargalama tamponu ile toplandiktan sonra 18G

uclu steril igne ile 10 defa ¢ekip birakilarak bu tampon igcinde homojenize edildi. Daha
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sonra bu patlatiimis hlcreler yeni bir ependorf tiptne alinip tzerlerine 600 yl Trizol
solusyonu eklendi ve oda sicakliginda dusuk hizda karistirildi. Ardindan 100 pl
kloroform eklenerek 1 dakika ylksek hizda karistirildi. 5 dak oda sicakhginda ve 5
dak buzda inkibe edildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dak santrifij edildi. RNA igeren
supernatant yeni steril eppendorfa alindi. Ayrica trizol ¢oktirmesinden sonra protein
izolasyonu icin alt protein fazi ayrilip -20 °C’ye kaldirildi. Bu islem sirasinda DNA
iceren orta faza dokunulmamaya dikkat edildi. Alinan supernatanta esit hacimde
soguk saf isoprapanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dak inkibe edildi. Daha sonra
tlpler 13.000 rpm’de, 4 °C ‘de 5 dak santrifiij edildi. Pelet (izerine 1000 ul %75'lik
soguk etanol eklendi ve olusan pelet dagitildi. 7.500 rpm'de, 4 °C ‘de 5 dak
santrifij’den sonra RNA iceren pelet alet ¢atisi altinda kurutuldu ve 75 pl RNAaz’dan
ari su iginde ¢dziilerek -80 °C muhafaza edildi. izole edilen RNA kalitesi %1 agoroz
jel elektroforezinde 18S ve 28S bantlarinin durumuna goére belirlendi. Elde edilen
RNA’larin 260/280nm olgumu ile miktari belirlenerek cDNA sentezi sirasinda 5 ug

RNA kullaniimasi saglandi.
2.2.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA'lardan cDNA sentezi 18 nukleotid uzunlugunda oligo d(T)
primeri ve Moloney-Murine Leukemia Virus (MMLV) Ters Transkriptazi (MBI
Fermentas, USA) kullanilarak Uretici firmanin talimatlarina gére sentezlendi. cDNA
sentezi igin 5 ug toplam RNA ve 0. 5 ug oligo (dT) primeri karstirildi ve son hacmi 11
Ml RNAaz igermeyen su ile tamamlandi. Karisim 70 °C ‘de 5 dak inklbe edildikten
sonra, Uzerine 4 pl, 5X reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8. 3, 250 mM KCl,
20 mM MgCl, ve 50 mM DDT) ve 2 pl dNTP karigimi eklendi. 5 dak, 37 °C’de
inkubasyondan sonra 50 Unite MMLYV ters transkriptazi eklenerek son hacim 20 pl
tamamlandi. Enzim eklendikten sonra, son karisim cDNA sentezi igin ilk dnce 42
°C’de 1 sa inkube edildi ve sonra enzim inhibe edilmek Uzere 70 °C’de 10 dak
bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR yapmak (izere -20 °C muhafaza edildi.

2.2.3. Yan Kantitatif TersTranskriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

o-kumarik asit'in apoptozda, hucre dongusunde ve ilag metabolizmasinda rol
alan proteinlerin gen ifadeleri duzeylerine etkisini saptamak icin mRNA dizeyleri RT-
PZR yontemi ile belirlendi. Bu amacla, GenBank/EMBL veri bankalar taranarak
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uygun primer dizileri saptandi ve bu primerler sentezlettirildi. Bu primerlerin ntkleotid

dizileri ve yapisma sicakliklari Tablo 2.1 verilmektedir.

Tablo 2.1. Secilen CYP450 ve Apoptotik genler igin tanimlanan primer dizileri ve
yapisma sicakliklari

Primer Adi Primer Dizisi(5'=23") Yapisma Sicaklhig (°C)
hCYP1AlF AGC GGA AGT GTATCG GTG AGA
hCYP1A1R CTG AAT TCC ACCCGTTGC A 284
hCYP1A2F ACT TCG ACC CTT ACA ATC AG
hCYP1A2R CAC TGT TCT TGT CAA AGT CC >33
hCYP2E1F GCATCTCTTGCCTATCCTT
hCYP2E1R ATGGACCTACCTGGAAGGACAT 61
hCYP3A4F GCCTGG TGC TCCTCT ATCTA
hCYP3A4R GGC TGT TGA CCATCA TAA AAG 47
HCYP2C9F CTGGATGAAGGTGGCAATTT
HCYP2C9R AGATGGATAATGCCCCAGAG >
HSiklinD1F CGCCCCACCCCTCCAG
HSiklinD1R CCGCCCAGACCCTCAGACT >
HSIklinD2F TTCCGCAGTGC TCCTACTTC
HSIklinD2R CGCACTTCTGTTCCTCACAG 60
HCDK2F GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG
HCDK2R AGCTCGGTACCACAGGGTCA 60
HCDKNZ2AF CAGTAACCATGCCCGCATAGA
HCDKN2AR AAGTTTCCCGAGGTTTCTCAGA 60
HRBF ATCTATATTTCACCCCTGAAGAGTC
HRBR TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAACA >
HP53F ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
HP53R GTGGTACAGTCAGAGCCAACC 61
HPTENF CCCAGACATGACAGCCATC
HPTENR TCTGCAGGAAATCCCATAGC 285
HAPAF1F GTCTGCTGATGGTGCAAGGA
HAPAF1R GATGGCCCGTGTGGATTTC 61
HBAXF AGAGGATGATTGCCGCCGT
HBAXR CAACCACCCTGGTCTTGGATC >7S
HBCL2F TGCACCTGACGCCCTTCAC
HBCL2R AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG 62,5
HKaspaz3F GCA GCA AAC CTC AGG GAA AC 61

25



HKaspaz3R TGTCGG CAT ACT GTT TCA GCA
HKaspaz8F TCTGGAGCATCTGCTGTCTG 60
HKaspaz8R CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT
HKaspaz9F GGCTGTCTACGGCAC AGATGGA
HKaspaz9R CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG 61
H18SF* CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA
H18S R* GCT GGA ATT ACC GCG GCT >84
*Kontrol amagl kullanilacak 18S primerleri

RT-PZR protokoli Tablo 2.2 ‘de verilmektedir. Reaksiyon ortami bu tabloya
gore hazirlandiktan sonra PZR tupleri Bioneer Mygenie termal dongu cihazina
yerlestiriimis ve uygun dongu sartlart  kullanilarak PZR  amplifikasyonu

gergeklestirilmistir. Tum genler i¢cin PZR dongusu asagidaki gibidir:

On Denatiirasyon
1 déngu: 94 °C 5dakika.
PZR Dongusi

32-35 dongu: 94 °C 45 saniye (Denatlrasyon)
53,3-62,5 °C 1 dakika (Yapisma)
72 °C 1 dakika (Uzama)

Final Uzama
1 dongu: 72 °C 5 dakika

PZR Urdndnin 5 pl'si % 1,5 veya % 2’lik agaroz jelde yuratulda ve UV 1511
altinda EtBr boyamayla bantlar gézlemlendi. Bantlarin densitometrik analizi Scion
Image Analyzer yazilimi ile belirlendi. Her band’in densitometrik analizi house-
keeping gen olan 18S’in densitometrik analizi ile kargilastirilarak ¢alisilan proteinlerin

MRNA seviyelerinin o-kumarik asit sonucu nasil degistigi belirlendi.
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Tablo 2.2. RT-PZR Proseduru

Bilesenler Hacim (pl)
10X reaksiyon tamponu 2(ul)
MgCl, (25mM) 3(ul)
ileri Primer (F) (10uM) 1(ul)
Geri Primer (R) (10uM) 1(ul)
dNTP (10mM) 0.5(ul)
Taq polimeraz (2.5U/(pl) 0.5 ()
cDNA 1 ()
Ultra Saf Su 9 (M)
Toplam hacim 20 (ul)

2.3.Protein Ekspresyon Diuizeyinin Tayini

2.3.1.Trizol Alt Fazindan Protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in kullanilacak proteinler Lee ve arkadaslari tarafindan
tarif edilen method kullanilarak RNA izalosyonu icin kullanilan Trizol’'in alt fazindan
yapildi (Sekil 2.1) (Lee, 2001). Alinan alt faza 0,15mL %1 gliserol iceren %100 EtOH
eklendi ve 5.000 rpm de 5 dak santrifij edildi. Sipernatant alinip Gzerine %1 gliserol
iceren isopropil alkolden 0,75mL eklendi ve 13000 rpm de 10 dak santrifij edildi.
Pelet alinip cam homojenizatérde 0,2 ml 0,3 M Guanidin-HCI ve %1 gliserol iceren
%95 EtOH ile 4 defa homojenize edildi ve 10.000 rpm de tekrar 10 dak santrif;
edildi. Alinan pelet 2 kere 1 mL 0,3 M Guanidin-HCI ve %1 gliserol iceren %95 EtOH
eklenerek tekrar cam homojenizator yardimiyla homojenize edilerek 10000 rpm de 5
dak santriflj edildi. Olusan pelete 1 mL %1 gliserol iceren %95 EtOH eklenip
vorteksle karistirildi ve 10.000 rpom de 5 dak santriflj edildi. Santrifij sonunda
supernatant uzaklatirihp pelet havada kurutuldu ve %0,1 mL %8 SDS iceren 0,1M
Tris HCI (pH 6,8) ve 0,4 mL saf suda ¢dziildii. isole edilen proteinler -20 °C’ye SDS-
PAJE’de kullaniimak Gzere kaldirildi.
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aqueous phase: RNA
interphase: DNA

Sekil 2.1. Trizol ile RNA, DNA ve protein izolasyonu (www. openwetware.org’dan

alintidir)

2.3.2.5DS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAJE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sulfat

(SDS), varhginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon

sisteminde Molekuler agirhigi 30.000 Da kuguk proteinler igin %10; 30.000 Da buyuk

proteinler igin igcin %10 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmigtir. Fermentas

“‘PageRuler Prestained Protein Ladder”

molekuler

agirhk standartlari  olarak

kullaniimistir. Ayrigtirici ve sikistirici jel sollisyonlari Tablo 2.3’te belirtildigi gibi

verilen miktarlarin karistirilmasi

hazirlandi.

Tablo 2.3. SDS-PAJE ayristirici ve sikigtirici jellerin formulasyonlari

ile verilen sirayla kullanimdan hemen Once

Aynistinci Jel (%8,5)
CYP izozimleri igin

Ayristirici Jel (%10)
GST izozimleri igin

Sikigtirici Jel (%4)

Jel Cozeltisi(ml) 8,5 10 15
Distile Su (ml) 13,55 12,04 5,88
Ayristirici Jel Tamponu (ml) 7,5 7,5 -
Sikistirici Jel Tamponu (ml) - - 2,5
%10 SDS (ml) 0,4 0,4 0,16
%210 APS (ml) 0,15 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,015 0,012
Toplam Hacim 30 30 10
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Poliakrilamid slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile The Emperor Penquin
Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System Model P9DS (Owl Separation
Systems, Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kullanilarak gergeklestirildi.
ik dnce jel sandvici temiz ve diiz bir zemin iizerinde dnce uzun camin (14 x 16 cm),
bunun Uzerine 0,8 mm’lik teflon ayiricilar ile sabitleyici plastik levhanin ve son
olarakda kisa camin (12,5 x 16cm) Ust Uste yerlestiriimesiyle olusturuldu. Bunu,
sandvigin sisteme oturtularak vidalarla sikigtirlmasi ve sandvigin oturtuldugu
tabandaki kuyucuga %2’lik agaroz dokulerek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra
ayristirici jel polimerizasyon sollsyonu Tablo 2.3’de belirtilen oranlarda hazirlanarak
sandvig icindeki ¢ozeltinin istenilen yukseklige (8—9 cm) ulasincaya kadar 10 ml'lik bir
pipet yardimi ile teflon ayiricilarin bir kdsesinden jel sandvigin igine dogru transfer
edildi. Ucu bukulmus igneli bir siringa kullanilarak, duz bir jel yuzey olusumunu
saglamak igin nazikge bosluklarin bir kosesinden figkirtilmak suretiyle jel
polimerizasyon solusyonunun yuzeyi yaklasik 0,1cm kalinhiginda bir izopropil alkol
tabakasiyla kaplandi. Jel sonradan oda sicakliginda 15-20 dak sureyle
polimerizasyona birakildi. Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamen
bosaltildi ve hazirlanan sikigtirici jel polimerizasyon solisyonu 5 mllik pipet
kullanilarak sandvi¢ tamamen dolana kadar bir teflon ayiricinin kdsesinden jel
sandviginin igine dokuldu. Sikistirici jel eklendikten sonra 15 tane dis iceren 0,8
mm’lik teflon tarak, taragin disi icinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde sikistirici jel
polimerizasyon solusyonu katmanina yerlestirildi. Polimerizasyon oda sicakliginda

yaklasik 30 dak’da tamamlandi.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile Analiz edilecek proteinlerden (TRIzol®
alt fazindan izole edilen proteinler) alinan bir 6rnek 4X numune seyreltme tamponu
ile 3:1 oraninda (3 kisim érnek ve 1 kisim tampon) seyreltildi ve sicak su banyosunda
2 dakika sure ile kaynar suda kaynatildi. Teflon tarak digleri yirtmadan dikkatlice
sikigtirici jelden cikarildi. Kuyucuklar eger varsa herhangi bir hava kabarcigini
uzaklastirmak icin ince igneye sahip bir siringa kullanilarak elektrot tamponu ile
dolduruldu. Daha sonra blok alt ve Ust rezervuarlari elektrot tamponu ile dolu olan
elektroforez tankina yerlestirildi. Uygun igneli bir Hamilton gsiringasi kullanilarak 40 pl
(200 ug hacre lizatlar) protein  6rneklerinden ve 10 pl molekuler agirlik
standartlarindan kuyucuklarin tabaninda ince bir katman olacak sekilde kuyucuklara
yuklendi.
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Sistem Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrook, NY 11741-4306,
USA) gug¢ kaynagina baglandi. Sisteme ayni anda iki jel sandvigi hazirlanarak ayni
anda iki elektroforetik ayristirma yapildi. Elektroforetik ayristirmanin yapilacag: iki jel
icin sikistirici jel Gzerinde 20 mA’lik sabit akim yudritme islemi yapildi. Yol gosterici
boya ayrigtirici jele ulastiginda akim 30 mA’e sikigtirici jelden giktiginda ise 40 mA’e
citkarildi (E@er tek jel kullanilarak elektroforetik ayristirma yapilacaksa mA degerleri
yarilandi). Elektroforetik ayristirma slresince isinmayi engellemek igin sisteme
5°C’ye ayarlanmis Nive (Nuve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esenboga Yolu 22 km
Akyurt 06287 Ankara-Turkiye) Sogutmali Su Banyosu baglandi. Yol gosterici boya
tabana ulasacagi zaman (ayristirici jelin baglangicindan yaklasik 6-7cm) gug kaynagi

kapatildi. lyi bir ayristirma saglamak icin toplam 5-5,5 saat yiriitme yapildi.

Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistiriimis jel
sandvi¢ c¢ikarilarak kisa cam tabaka dikkatlice agildi. Jel yol gosterici boyanin oldugu
yerden, kenarlardan, sikistirici jel bitiminden kesildi ve Ustten sol kdsesi (1 numaral
kuyucuk) kuyucuklarin siralarini belirlemek igin isaretlendi. Jel uzun cam tabakadan
dikkatlice alindi ve oda sicakhgdinda 45 dak sireyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi
R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya ¢ozeltisiyle bir karistirici
kullanarak hem boyandi hem de sabitlendi. Uygun bir sire (en azindan 24 saat)
baglanmayan ¢6zinmus boyanin uzaklastiriimasi icin %7’lik asetik asit iceren
%30’luk metanol ¢ozeltisi ile inklibe edildi (bu sure zarfinda solisyon birkag kez
degistirildi). Sonug olarak, jellerden bazilari fotograflandi ve boyasi ¢ikariimis jeller

%7’lik asetik asit ¢ozeltisi iginde saklandi.
2.3.3.Western Blot Analizleri

Western blot proseduri Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)
tarafindan tanimlandigi gibi uygulanmistir. Ancak bizim laboratuar kosullarimiza gére
optimize edilmistir.

Yukaridaki bolimlerde tanimlandigi gibi denatlire kosullar altinda %4’lUk
sikistirici ve %8,5 veya %10’luk ayristirici jeller iginde elektroforez edildi. Elektroforez
tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistiriimig jel sandvig¢ ¢ikarilarak
kisa cam tabaka dikkatlice acildi. Jel yol gdsterici boyanin oldugu yerden,
kenarlardan, sikistirici jel bitiminden kesildi ve Ustten sol kdsesi (1 numaral kuyucuk)
kuyucuklarin siralarini belirlemek igin isaretlendi. Sonra, jeller transfer tamponu (25
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mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) icersinde 10 dakika sureyle sabit hizli bir
calkalayicida inkUibasyona birakilarak 6n dengelenme yapildi.

Elektroforetik transfer iBlot Dry Transfer” (Invitrogen Corporation 1600
Faraday Avenue, PO Box 6482, Carlsbad, California 92008 USA) kullanilarak kuru
Western blot yéntemi uygulanarak yapildi. iBlot cihazin kapa@i acilir. Uzerinde
naylon membranida hazir olan Anot Transfer Yiginini kabi agilir ve plastik kuvetiyle
beraber cihaza kondu. Jel membranin Uzerine dikkatlice ve hava kabarcigi
olmayacak sekilde yerlestirildi. Uzerine sistemden ¢ikan ve distile su ile islatiimis
olan filtre kagidi kondu. Uzerinden role yurgu ile yurgulanarak hava kabarciklari
cikarildi. Katot Transfer Yigini acilarak filtre kagidinin Gzerine konuldu. Tekrar 6nceki
gibi yurgulandi. Sistemin slngeri cihazin Ust kapagina yerlestirilerek kapak kapatildi.
Cihazdan P2-12 dak programi segcildi ve “start” tusuna basilarak transfer baslatildi.
Sure sonunda cihaz kapatildi, hiacrenin baglantisi kesildi ve cihazin kapag: acildi;
ustteki katot yi1gin, filtre kagidi ve jel dikkatlice alindi. Altta kalan membran dikkatlice
TBST icine alindi. Bu sistem kisa, hizli ve etkin bir transfer yéntemidir. Sonug olarak
Uzerinde transfer edilmis proteinleri barindiran membran, ‘Blot’, elde edildi.

Blot, protein iceren yuzeyi Uste gelecek sekilde kuguk plastik bir tepsinin igine
yerlestirildi ve membran 1 saat sureyle bloke ¢ozeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik sut
tozu) ile calkalayici da inkube edildi. Sure sonunda 1/200 ve 1/1000 arasinda
bloklama solusyonu icinde dilue edilmis anti-human CYP1Al, CYP1A2, CYP2EL,
CYP3A4, CYP2C9, SiklinD1, SiklinD2, CDK2, CDKN2A, RB, P53, PTEN, APAF-1,
BAX, BCL-2, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve 18S primer antikorlari membranin
Uzerine bosaltildi ve tim gece inkube edildi. Daha sonra membranin tamamen
temizlenmesini saglamak i¢in TBST soltisyonunda her biri 5 dak olmak Gzere 3 defa
yikandl. Membran daha sonra 1 saat sureyle isaretleyici enzim-horse radish
peroksidaz (anti-rabbit IgG-HRP konjugati) ile bagi olan ikinci antikorlarla inkibe
edildi. Membran 6nceden tarif edildigi gibi tekrar yikandi. Son olarak membran,
antikor baglanan proteinlerin tespiti icin ECL ¢dzeltisi kullanilarak kemiliminesans
reaksiyonu baslatiimistir ve spesifik protein bantlari kemiliminesans duyarh film
kullanilarak belirlenmistir. Olusan protein bandlarinin densitometrik analizleri Scion
Image Analyzer yazilimi ile belirlenip, yukarida belirtilen proteinlerin seviyesin o-

s

kumarik asit sonucu nasil degistigi belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Farkh Konsantrasyonlarda o-Kumarik Asidin Sitotoksik etkisi

Sitotoksite testi icin degisik konsantrasyonda o-kumarik asit suda
¢ozulemedigi icin hucre kulturu islemlerinde iyi bir ¢ozucu olarak bilinen dimetil
sulfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozuldu. Daha 6nce 96’lik plakaya (1x104/kuyucuk)
ekilen hicre dizileri Uzerine 48 saat suresince degisik konsantrasyonlarda DMSO
konsantrasyonu 0.1% olacak sekilde maruz birakildi. 48 saatin sonunda 96 kuyu
plakadaki hucreler Uzerine 10ul WST reaktifi eklenerek hicrelerin yasam oranlari
ELISA okuyucu kullanilarak 450-690 nm’de 2 saat inkubasyon sonunda 6lguldd. Hig
o-kumarik asit ile muamele etmedigimiz kontrol grubuna ise 0,1% DMSO igeren besi
yeri konuldu. o-kumarik asit ile muamele ettigimiz grubu kontrol grubu ile
kargilastirarak, degisik dozlardaki o-kumarik asidin hlcre canliligina olan etkisi
saptandi (Sekil 3.1-3). Sekillerde goéruldugu Uzere yuksek konsantrasyonda o-
kumarik asit ile muamele edilen gruplarda hicre canlihdr disuk konsantrasyonda o-
kumarik asit gruplarindaki hucrelerin canlilik oranlarina gére daha dusuk bulundu.
Buna gore 5-10 mM arasi konsantrasyonlardaki o-kumarik asit tum hucre hatlarinda
hicrelerin %50’sinden fazlasinin élime yol agmigtir. LD50 degerleri, MCF-7 HepG2
ve 3T3 hdcreleri igin sirasiyla 7,39 mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmistir.
Bu sonuglar 3T3 ve HepG2 hicrelerinin MCF-7 gbre o-kumarik asite daha dayanikli

oldugunu bize gostermektedir.
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Sekil 3.1. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin HepG2 hicre canliligina
etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve o-kumarik asit sonuglari kontrole gore
degerlendirilmigtir. Veriler Gg tekrarin ortalama degerleridir.
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Sekil 3.2. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin MCF-7 hicre canliigina
etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve o-kumarik asit sonuglari kontrole goére
degerlendirilmigtir. Veriler g tekrarin ortalama degerleridir.
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Sekil 3.3. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin 3T-3 hidcre canlihdina
etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve o-kumarik asit sonuglari kontrole gore
deg@erlendirilmistir. Veriler Ug tekrarin ortalama degerleridir.

Sitotoksite testlerinin dogrulamasi igin degdisik yaklasimlar bu slre zarfinda
laboratuarimizda denenmistir. ilk olarak o-kumarik asit DMSO olmadan besiyeri
icerisinde ¢dzllmeye calisiimistir. Bunun igin degisik konsantrasyonlarda o-kumarik
asit besiyerinde pH Sodyum hidroksit (NaOH) ile ayarlanarak ¢ozulmis ve daha
sonra 96’lik plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen hiicre dizileri {izerine 48 saat siiresince
maruz birakiimistir. 48 saatin sonunda her bir kuyucuga 10ul hazirlanmig olan WST
reaktifinden eklenmis ve 2 saatin sonunda hucrelerin canhlik oranlari ELISA okuyucu
kullanilarak 450-690nm okumalari yapilarak Olgulmugtir. Deneyler sonucunda
yukarida elde ettigimiz sonuglara benzer sonuglar elde edilmistir. Diger yandan
hacrelerin canhligini saptamak igin degigsik konsantrasyonlarda o-kumarik asit DMSO
icinde hazirlanis ve son DMSO konsantrasyonu 0,1% olacak sekilde esit sayida
hlcre iceren 96’lik plakaya uygulanmistir. 48 saat sonunda hucreler kaldirilip, tripan
mavisi ile sayildi ve sitotoksisite sonuglarina paralel sonuglar elde edildi (Sekil 3.4-6).
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Sekil 3.4. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin HepG2 hicre canliligina
etkisi. Canli hdcreler tripan mavisi kullanilarak sayildi. Kontrol grubu 100% alinmis ve
o-kumarik asit sonuglari kontrole gére degerlendirilmigtir. Veriler Gg tekrarin ortalama
degerleridir.
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Sekil 3.5. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin MCF-7 hucre canliigina
etkisi. Canli hucreler tripan mavisi kullanilarak sayildi. Kontrol grubu 100% alinmig ve
o-kumarik asit sonuglari kontrole gore degerlendirilmigtir. Veriler Ug tekrarin ortalama
degerleridir.
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Sekil 3.6. Degisik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin 3T3 hlcre canliligina etkisi.
Canli hicreler tripan mauvisi kullanilarak sayildi. Kontrol grubu 100% alinmis ve o-
kumarik asit sonugclari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler tg¢ tekrarin ortalama
degerleridir.

3.2. mRNA Ekspresyon Diuizey Tayini

Sitotoksite islemlerinin ardindan LD50 konsantrasyonlari HepG2 ve MCF-7
hdcrelerine uygulandi. Fakat 7,4 mM o -kumarik asit uygulanmis HepG2 hucrelerinde
RNA elde edilemediginden dolayi, bu hicrelere de MCF-7 hicre hattinda oldugu gibi
4.95 mM o-kumarik asit uygulandi. 3T3 hucrelerine ise MCF-7 ile karsilastirma
yapabilmek icin MCF-7 hicrelerine uygulanan 4.95 mM o-kumarik asit dozu
uygulanmaya karar verildi. Bu uygulamalardan 24 ve 48 saat sonunda hucreler
parcalama tamponu ile toplandi. 48 saat sonucunda elde edilen verilerde hlcrelerin
apoptozdan giktiklari gézlemlendiginden bundan sonra 24 saat uygulama yapilmaya
karar verildi. 24 saat sonunda toplanan hicrelerden total RNA izolasyonu TRIzol®
solisyonu kullanilarak Uretici firmanin énerdigi talimatlara gére gergeklestirildi. Elde
edilen RNA kalitesi agaroz jel elektroforezinde goruldugu gibi iyi bulundu (Sekil 3.7).
Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 18 nukleotid uzunlugunda oligo d(T) primeri ve
MMLV RT (MBI Fermentas, USA) kullanilarak uretici firmanin talimatlarina gore
sentezlendi. o-kumarik asidin bazi CYP450 enzimlerine ve bazi apoptotik genlerin
gen ifadeleri duzeylerine etkisini saptamak igcin mRNA duzeyleri RT-PZR yontemi ile
kantite edildi.
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Sekil 3.7. izole edilen RNA'larin 1%’lik agaroz jel elektroforezi. Hat 1: GeneRulerTM
1kb bp DNA Marker; Hat 2:Kontrol HEPG2; Hat 3: 5 mM 24 saat o-kumarik asit; Hat
4: 5 mM 48 saat o-kumarik asit; Hat 5:Kontrol MCF-7; Hat 6: 5 mM 24 saat o-kumarik
asit; Hat 7: 5 mM 48 saat o-kumarik asit

3.2. Hicre Dongusiu, Apoptoz ve Tumor Baskilayici Proteinlerin mRNA ve

Protein Duzeylerinin MCF-7 ve 3T3 Hiuicre Hatlarinda Tayini

Bu calismada, o-kumarik asidin anti-karsinojenik ve apoptotik etki
mekanizmalari insan meme adenokarsinoma hiicre hatti (MCF-7) ve insan fibroblast
hicre hatti (3T3) kullanilarak belirlendi. o-Kumarik asidin apoptoz da goérev alan
proteinlerden olan Kazpaz-3' in mRNA ve protein seviyesine olan etkisi Sekil 3.8 ve
3.9'da verilmektedir. Ara rapordaki sonuglarin tekrar edilmesi sirasinda bu proteinin
MRNA seviyesinde farkhliklar gozlemlendi ve sonuglar tekrar edildi. Buna gore
MRNA ve protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda MCF-7 hucre hattinda
Kazpaz-3' un mRNA ve protein seviyesinin sirasiyla 1.72- ve 1.59-kat artigi tespit
edildi. Diger taraftan, 3T3 hicre hattinda bu proteinin mRNA ve protein seviyesinde
% 12 ve % 3 azalislar gozlemlemesine ragmen bu azaliglar istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.
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Sekil 3.8. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hattt (MCF-7) ve insan
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Kaspaz-3 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
aranleri (10 pl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak géruntulendi. PZR bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

38



200 -

Kontrol Kontrol
150 -
100 -
50 - & Control
#H o-CA
0 |

313 MCF-7
Sekil 3.9. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve insan

fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Kaspaz-3 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

Benzer sekilde, o-kumarik asidin apoptoz da goérev alan diger bir kaspaz olan
Kazpaz-9’ un mRNA ve protein seviyesine olan etkisi belirlenmis olup, Sekil 3.10 ve
3.11’de verilmektedir. mMRNA ve Protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
MCF-7 hucre hattinda Kazpaz-9' un mRNA ve protein seviyesinin istatistiksel olarak
anlamli olmayan % 2 ve % 3’lUk bir azaliglar tespit edilmigtir. 3T3 hlcre hattinda ise
o-Kumarik asit Kaspaz 9’'un mRNA ve protein seviyelerinde 1.07- ve 1.05-kat artisla

sebep olmustur. Fakat bu artiglar istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 3.10. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hicre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Kaspaz-9 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
arnleri (10 pl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntllendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
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belirlendi ve 18S ile normalize edildi.
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Sekil 3.11. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Kaspaz-9 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
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belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir.
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Tdm bunlarin yani sira, o-kumarik asidin apoptotik proteinlerden olan Bax’in
MRNA ve protein seviyelerine olan etkileri insan meme adenokarsinoma hucre hatt
(MCF-7) ve insan fibroblast hiicre hattinda (3T3) belirlendi (Sekil 3.12 ve 3.13). Ara
rapordaki sonuglarin tekrar edildi ve bu tekrarlar sonucunda ara rapor ile farkl
sonuglar bulundu. Birgok tekrardan sonra asagidaki sonuglar elde edildi. Buna gore
MRNA ve Protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda MCF-7 hucre hattinda
Bax’in mRNA ve protein seviyesinin sirasiyla 2.52- ve 2.15-kat artigi tespit edildi.
Diger taraftan, 3T3 hlicre hattinda bu proteinin mRNA ve protein seviyesinde

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (Sekil 3.12 ve 3.13).
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Sekil 3.12. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Bax mRNA seviyesine olan etkisi. PZR UrUnleri
(10 pl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntilendi. PZR bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi ve
18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan farkh
(p<0.05).
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Sekil 3.13. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hiicre hatti (3T3) hatlarinda Bax protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

Benzer sekilde, o-kumarik asitin apoptoz mekanizmasinda gorev alan Bcl-2’in
MRNA ve protein seviyesine olan etkisi bu calisma ile belirlenmistir.  Sekil 3.14 ve
3.15'te gosterildigi Uzere o-kumarik asit uygulanmasi sonucunda MCF-7 hicre
hattinda bcl-2’nin mRNA ve protein seviyesi % 35 ve % 48 azalmigtir (p<0.05). Bu
sonuglari aksine, 3T3 hicre hattinda o-kumarik asit bcl-2 mRNA ve protein
seviyelerinde 1.20- ve 1.25-kat artisla sebep olmustur. Fakat bu artislar istatistiksel

olarak anlaml degildir.
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Sekil 3.14. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hicre hattt (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Bcl-2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR UGranleri
(10 ul) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goruntilendi. PZR bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).
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Sekil 3.15. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma huicre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Bcl-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).
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Apoptoz mekanizmasinda gorev alan diger proteinlerden biri olan Apaf-1’in o-
kumarik asit uygulamasi sonucunda nasil degisti§i yine bu proje kapsaminda
belirlenmistir. Apaf-1’in mRNA ve protein seviyesinde MCF-7 ve 3T3 hlcre hatlarinda
istatistiksel olarak anlamli degisimler belirlenmemistir. MCF-7 hicre hattinda Apaf-
1'in MRNA seviyesi sirasiyla 1.05-ve 1.07 kat artarken, 3T3 hlcre hattinda sirasiyla

1.02- ve 1.11-kat artis gdézlemlendi $Sekil 3.16 ve 3.17).
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Sekil 3.16. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hucre hatti (3T3) hatlarinda Apaf-1 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
artnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérintlilendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir.
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Sekil 3.17. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hicre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Bcl-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir.

Apoptozda gorev alan proteinleri yani sira kanser olusumu ve geligimi
sirasinda  ekspresyonlarinda degisim gobzlemlenen ve kanser olusum
mekanizmasinda gorev alan hlcre donglsu proteinlerininde mRNA ve protein
seviyelerinde o-kumarik asit uygulamasi sonucunda meydana gelen degismeler bu
calisma ile ilk defa ortaya konmustur. Hulcre dénglsu dizenleyici proteinlerden olan
Siklin D1’in insan meme adenokarsinoma hucre hattinda (MCF-7) mRNA ve protein
miktarlari o-kumarik uygulamasi sonucunda 42 % ve 48% azalmistir (Sekil 3.18 ve
3.19). Benzer sekilde, insan fibroblast hicre hattinda (3T3) bu proteinin mRNA ve
protein seviyesi 27 % 32% azalmistir (p<0.05). Diger siklin proteini olan Siklin D2’nin
MCF-7 hlcre hattinda mRNA ve protein seviyesinin 38 % ve 44% azaldig
saptanmigtir. Bu proteinin 3T3 hucre hattinda mRNA ve protein seviyesi sirasiyla 10
% ve 11 % azalmasina ragmen bu azaliglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(Sekil 3.20 ve 3.21). Benzer sekilde, hiicre déngusiunin kontrolinde rol alan diger

proteinlerinden biri olan Siklin Bagimli Kinaz-2 (CDK2) o-kumarik asit uygulanmasi
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sonucunda MCF-7 hucre hattinda mRNA ve protein seviyesi sirasiyla 65% ve 52%
azalmistir (p<0.05). Diger yandan, o-kumarik asit bu proteinin mRNA ve protein
seviyesi 3T3 hiucre hattinda istatistiksel olarak anlamali bir degisime yol agmamistir
(Sekil 3.22 ve 3.23). Yukarida o-kumarik asit uygulamasi sonucunda ekspresyon
seviyeleri azalan proteinlerin aksine, hucre dongusinde gorev alan proteinlerden
olan CDKN2A (p16) proteini o-kumarik asit uygulanmasi sonucunda MCF
hicrelerinde protein ve mRNA seviyeleri anlamli sekilde artmistir. 3T3 proteinlerinde
ise bu proteinin mMRNA ve protein seviyesinde ufak artislar olmasina ragmen bu

artislar istatistiksel olaraka anlamli bulunmamigtir (Sekil 3.24 ve 3.25).
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Sekil 3.18. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Siklin D1 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
artnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérintilendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.19. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hicre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Siklin D1 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).
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Sekil 3.20. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hucre hatti (3T3) hatlarinda Siklin D2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
arnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntllendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.21. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hicre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Siklin D2 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).
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Sekil 3.22. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda CDK-2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
artnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérintilendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol
grubundan farkl (p<0.05).
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Sekil 3.23. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hlicre hatti (3T3) hatlarinda CDK-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).
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Sekil 3.24. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda CDKN2A mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
arnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérUntllendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
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belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.25. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hudcre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda CDKN2A protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yodunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

Apoptoz mekanizmasi ve hlcre dongusu proteinlerinin yani sira, bu ¢alisma
ile timor baskilayici genlerinde o-kumarik asit sonucunda nasil degistigi bu calisma
ile ilk defa ortaya konulmustur. o-Kumarik asit timor baskilayici proteinlerden olan
p53’Un MRNA ve protein seviyelerinde ciddi degismelere yol agcmistir. MCF-7 hicre
hattinda p53’Gn mRNA ve protein seviyesinde sirasiyla 3.45- ve 2.78-kat artisa
neden olmustur. o-Kumarik asit 3T3 hucre hattinda p53’'Un mRNA ve protein

seviyesinde ise 1.75- ve 1.55-kat artisa neden olmustur (Sekil 3.26 ve 3.27).
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Sekil 3.26. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda p53 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR UrUnleri
(10 ul) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntilendi. PZR bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi ve
18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan farkh
(p<0.05).
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Sekil 3.27. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda p53 protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

Bu calismada, o-kumarik asidin diger timor baskilayici protein olan PTEN’nin
MRNA ve protein seviyesine olan etkisi bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. MCF-7
hiacre hattinda PTEN’in mRNA ve protein seviyesi o-kumarik asit uygulanmasi
sonucunda 1.68- ve 1.37-kat artmistir (p<0.05). Benzer sekilde, PTEN’in mRNA ve
protein seviyesi 3T3 hicre hattinda 1.79- ve 1.5-kat artmistir (Sekil 3.28 ve 3.29).
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Sekil 3.28. o-Kumarik asitin insan meme adenokarsinoma hucre hattt (MCF-7) ve
Insan fibroblast hiicre hatti (3T3) hatlarinda PTEN mRNA seviyesine olan etkisi. PZR
artnleri (10 pl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntllendi. PZR
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.29. o-Kumarik asitin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
insan fibroblast hiicre hatti (3T3) hatlarinda PTEN protein seviyesine olan etkisi.
Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik
analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh
(p<0.05).

o-Kumarik asit diger tumor baskilayici proteinlerden olan retinoblastomanin
(Rb) mRNA ve protein seviyesini nasil degistirdigi bu calisma ile ortaya konmustur.
MCF-7 hicre hattinda Rb’nin mRNA ve protein seviyeleri sirasiyla 19% ve 15%
azalmistir. Fakat bu azalislar istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir.  Bu
azalmalarin aksine 3T3 hucre hattinda o-kumarik asit Rb’nin mRNA ve protein
seviyelerini 1.22- ve 1.25-kat artisa sebep olmustur. Fakat MCF-7 hucre hattinda
oldugu gibi bu artislar anlamli degildir.
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Sekil 3.30. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hucre hatti (3T3) hatlarinda Rb mRNA seviyesine olan etkisi. PZR Urunleri
(10 ul) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntilendi. PZR bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi ve
18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir.

55



Kontrol Kontrol

150 -
100 -
50 -
£ Control
W o-CA
0 |

3T3 MCF-7

Sekil 3.31. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hucre hatti (MCF-7) ve
fibroblast hicre hatti (3T3) hatlarinda Rb protein seviyesine olan etkisi. Protein
bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile
belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir.

3.2.2. CYP450 izozimlerinin Protein ve mRNA Diizeylerinin HepG2 Hiicre
Hattinda Tayini

Bu calismada o-kumarik asidin CYP450 izozimlerinin protein ve mRNA
dizeylerine olan etkileri spesifik primer antikorlar ve primerler kullanilarak Western
blot ve RT-PCR metodlari ile belirlendi. o-Kumarik asit'in CYP1A2 protein sevitesine
olan etkisi Sekil 3.32'de verilmektedir. Protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda CYP1A2 protein seviyesinin o-kumarik asit uygulanmasi sonucunda
yaklasik 1.52-kat arttigi bulunmustur. Benzer sekilde, CYP1A2 mRNA seviyesi o-
kumarik asit uygulamasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli 1.4-kat artigi tespit
edilmigtir. (Sekil 3.32)

56



Kontrol Kontrol

200 -
<
=
% x
[} 150 T
>
i
Q =
ed
o .= ]
a 3 100
<»n
o~
g 50 - = Kontrol
® @ o-CA
)
(14

0 |

CYP1A2 Protein CYP1A2 mRNA

Sekil 3.32. o-Kumarik asidin insan karaciger hicre hattinda CYP1A2 protein ve
MRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarinin yogunluklari Scion Image
Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantlari 18S ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

Benzer sekilde o-kumarik asidin CYP2E1 protein seviyesi Uzerine olan etkisi
Western Blot analizi ile belirlendi (Sekil 3.33). Protein bantlarinin densitometrik analiz
sonugclarina gore o-Kumarik asit CYP2E1 protein seviyesinde 3.2 kat artisa sebep
oldu (p<0.05). o-Kumarik asit uygulanmasi sonucunda CYP2E1 mRNA seviyesi 5.24-
kat arttirmisgtir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33. o-Kumarik asidin insan karaciger hicre hattinda CYP2E1 protein ve
MRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarinin yodunluklari Scion Image
Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantlari 18S ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alhnmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.001).

*

o-Kumarik asit'in sitokrom P450 izozimlerinden olan CYP3A4’(n protein
seviyesine olan etkisi bu calisma ile insan karaciger kanser hicre hattinda
belirlenmistir. CYP3A4 protein seviyesinde o-kumarik asit uygulamasi sonucunda %
52 azalma goézlemlenmistir (p<0.05). Tum bunlarin yani sira, o-Kumarik asit'in
CYP3A4 mRNA seviyesine etkisinin belirlenmesi igin uygun kosullarin optimizasyonu
yapiimistir. Bu fenolik asit CYP3A4 mRNA seviyesinde % 60 azalmaya neden
olmustur. (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34. o-Kumarik asidin insan karaciger hucre hattinda CYP3A4 protein ve
MRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarinin yodunluklari Scion Image
Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantlari 18S ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alhnmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

o-Kumarik asit uygulanmasi sonucunda diger bir CYP450 izozimi olan
CYP2C9un nasil degistigini bu calisma sonucunda ortaya konulmustur. PZR
kosullari CYP2C9 mRNA’sinin belirlenmesi igin optimize edilmistir. 24 saat 5 mM o-
Kumarik asit uygulamasi CYP2C9'un protein ve mRNA seviyesinde sirasiyla 2.1- ve
2.3-kat istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) artisa neden olmustur (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. o-Kumarik asidin insan karaciger hucre hattinda CYP2C9 protein ve
MRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarinin yodunluklari Scion Image
Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantlari 18S ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 100% ahnmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).
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4. TARTISMA

Gunumuzde bitkilerden izole edilmis bircok aktif bitki bilesenleri dinyanin doért bir
tarafinda yaygin olarak kullanilmakta ve bazi kanser turlerinde ise umut kaynagi
olarak gorulmektedir. Bitkilerde bulunan bu aktif maddeler grubundan biride fenolik
asitlerdir. Fenolik asitler bitki aleminde ¢ok siklikla rastlanan 6nemli sekonder
metabolitlerdendir. Bu calisma ile insanlarin diyetle birlikte siklikla aldiklari ve
geleneksel tedavi amacl tibbi bitkilerin yapisinda yaygin bir sekilde bulunan o-
kumarik asitin anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmalari ile olasi diyet-

ila¢ potansiyelinin belirlenmigtir.

o-kumarik asidin apoptozda goérev alan temel proteinlere olan etkisi ilk defa bu
calisma ile belirlenmistir. Bu fenolik asit insan meme kanseri hlicre hattinda (MCF 7)
apoptotik proteinlerden bax ve kaspaz 3’Un ekspresyonlarinin artmasina neden
olurken, bcl-2’bib ekspresyonun azalmasina neden olmustur. Bu proteinler insan
fibroblast hicre hattinda (3T3) ise degismemistir. Her iki hicre hattinda diger
apoptotik proteinlerden olan Kaspaz- 9 ve Apaf-1'in mRNA ve protein seviyeleri o-
kumarik asit uygulanmasi sonucunda degismemistir (Sekil 3.8-3.17). Bu sonuglar
uygulanan dozda kanser hicre hatti olan MCF-7 hicre hattinda apoptoz
indUklenirken, normal hicre hatti olan 3T3’de induklenmedigini gostermektedir. Bu
sonu¢ ¢ok dnem arz-etmektedir. ClUnkl kanser tedavisinde en buyuk yan etkilerden
biri kimyasal ajanin kanser hicrelerine verdigi zararin yani sira normal hiicrelere de
zarar vermesidir. o-kumarik asit uygulanan dozda bu duruma yol agcmamasi ¢ok

buyuk bir avantajdir.

Fitokimyasalin kanser biyolojisinde ve tumor baskilanmasinda 6nemli rol
oynayan bir¢cok genin, protein ve gen ekspresyon seviyelerini degistirdikleri, bu
sayede antikarsinojenik etki gosterdikleri bilinmektedir. (Sekil1.2). Ornegin,
fitokimyasal kullanilarak apoptoz indiklenmesi ve kanser hicrelerin yok edilmesi,
kanser tedavisinde ¢ok énemli ve umut vaat edici bir strateji haline gelmistir. Cesitli
bitkilerden elde edilen fitokimyasallarin oral kavite, pankreas, akciger, deri, tiroid ve
gO6gus kanser hlcre hatlarinda kaspaz-3 sinyal yolagini aktive ederek, Bax/Bcl-2
oranini artirarak, mitokondrial yolak aktivasyonu ile (sitokrom c, Bax, Bcl-2, kaspaz
8, kaspaz-9, kaspaz-3), (Kang ve ark., 2010., Shin ve ark., 2010, Wang ve ark., 2010
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Zhang ve ark., 2009). Ferulik asit, p- ve m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik
asitlerin insan kanser hicre hatlarinda ve deney hayvanlarinda Bax, Bcl-2 ve
kaspazlar ile apoptozu induklemekte ve anti-karsinojenik etki gostermektedirler
(Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005; Kahnduja ve ark., 2006; Chen ve ark.,
2007; Nakajima ve ark., 2009; Chang ve ark., 2010; Balakrishnan ve ark., 2010).
Diyetle ¢ok fazla anilan o-kumarik asidin anti-karsinojenik aktivitesi ile alakali ¢galisma
sadece bir tanedir (Hsu ve Yen, 2007). Fakat bu calisma etki mekanizmasinin
aydinlatimasi ile alakali olmayip florasan mikroskop ile apoptoz tayinini
kapsamaktadir. Bu ¢alisma ile bu maddenin apoptoz yolagina olan etkisi bu galisma

ile ilk defa ortaya konmustur.

o-Kumarik asidin hucre dongusu duzenleyici proteinlerinden olan Siklin D1,
D2, Siklin bagiml kinaz 2 (CDK-2) ve CDKNZ2A’ya olan etkileri ilk defa bu calisma ile
ortaya konmustur. MCF-7 hlcre hattinda bu proteinlerden Siklin D1, D2, ve CDK-2’in
MRNA ve protein seviyeleri ciddi sekilde diserken CDKN2A’nin protein ve mRNA
seviyesi artmistir (Sekil 3.18-3.25). 3T3 hicre hattinda da degisimler gézlemlenmis
ama bu degisimler istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (Sekil 3.18-3.25). Bu
sonuglar uygulanan dozda kanser hucre hatti olan MCF-7 hucre hattinda hucre
dongusu duzenleyici proteinlerde o-kumarik asit sonucunda ciddi degigsimlere neden
olurken normal hicre hatti olan 3T3’de degismedigini gdstermektedir. Bu sonugclar
MCF-7 hucrelerinin Siklin D1, D2, ve CDK-2’in azalmasi ve CDKMZ2A artmasi
sonusunda G1 fazinda durakladigini goéstermektedir. Birgok bitki ekstresi benzer
sekilde hicre dongusunu durdurarak kanser olusumunu engellemektedir (Wahle ve
ark., 2010). o-Kumarik asit, apoptoz yolaginin aktivasyonun yani sira, hucre
dongusu duzenleyici proteinlerin de ekspresyonlarini degistirerek antikarsinojenik etki
gOstermektedir.

Bu calisma ile o-kumarik asitin tumor baskilayici proteinlerden olan p53, PTEN
ve Rb’nin mRNA ve protein seviyelerine olan etkileri ilk defa ortaya konmustur (Sekil
3.26-3.31). MCF-7 hucre hattinda p.53 ve PTEN’nin mRNA ve protein seviyeleri 1.4-
kat ile 3.43-kat arasinda artig gostermigtir. Benzer sekilde 3T3 hucrelerinde de bu
proteinler artmigs ama bu artis MCF-7 kadar olmamistir (Sekil 3.26-3.31). Bunlarin
aksine Rb’ nin mRNA ve protein seviyeleri her iki hiucre hattinda da anlamli sekilde
degismemistir. Bu sonuglar, o-kumarik asidin tumoér baskilayici genlerin

ekspresyonlarini  degistirerek  anti-karsinojenik  etki gosterebilecegini ortaya
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koymustur. Fakat normal hudcrelerin etkilenmemsi igin ufak bir doz ayarlanmasi
gerekliligi yine bu galisma ile saptanmistir.

Cesitli bitkilerden elde edilen fitokimyasallarin degisik kanser hlicre hatlarinda
kaspaz 3'e bagdimli, p53 yolagini aktive ederek, hicre déngusu proteinlerinin
degistirerek anti-karsinojenik etkiye sahip olduklari ortaya konmustur. Ferulik asit, p-
ve m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik asitlerin insan kanser hicre hatlarinda ve
deney hayvanlarinda siklin bagimli kinazlar, siklin D1, p53, yoluyla anti-karsinojenik
etki gostermektedirler (Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005; Kahnduja ve
ark., 2006; Chen ve ark., 2007; Nakajima ve ark., 2009; Chang ve ark., 2010;
Balakrishnan ve ark., 2010). o-kumarik asitin p53, siklinler ve diger hiicre déngusu
proteinleri tzerine etkilerini gosteren g¢alisma yoktur. Bu calisma ilk defa o-kumarika

sitin bu 6zelligini de ortaya koymustur.

Bircok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidlerin) 6zgun sitokrom P450
isozimlerini indukledikleri, aktivitelerini artirdiklar1 veya ketledikleri ve boylelikle ikincil
uyartilara olan cevaplarini degistirdigi bilinmektedir. Birgok karsinojenin DNA gibi
makro molekullere kovalent olarak baglanabilen reaktif elektrofilik metabolitlere veya
inaktif metabolitlere donusumleri CYP450 (6zellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve
CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir (McLemore 1990, Smith ve ark. 1996,
Conney 2003). Olusan reaktif metabolitler diger Faz | veya Faz Il enzimlerince inaktif
urGnlere  donusturilmektedir.  Sonu¢ olarak, karsinojenlerin  bu  sekilde
detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diger Faz | ve Faz Il
enzimlerinin induksiyonu, karsinojenlerin etkilerine kargi bir koruma ve savunma

sistemi olusturabilir.

Batun P450 izoformlarinin icinde CYP1A (CYP1A1 ve CY1A2) karsinojenlerin,
mutajenlerin ve gevresel kirleticilerin metabolizmasinda rol oynadigindan 6ncelikli bir
yer tutar. Bu iki Gye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren, sigara dumaninda ve
mangalda pigiriimis yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminler ve
poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunda rol oynarlar (Adamson,
1996; HUmmeerich, 2004; Kim, 2005; Ma Lu, 2007). Bu c¢alisma 'in CYP1A2
izoziminin o-kumarik asit uygulanmasi sonucu etkiledigini gdsteren ilk c¢alismadir

(Sekil 3.32). Bu izozimin o-kumarik asit ile induklenmesi sonucunda birgogu
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karsinojenik, mutajenik olan benzo(a)piren, aromatik ve heterosiklik aminler ve
poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunu arttirarak reaktif ara Grunlerin
olusumunu arttirabilir. Bunun sonucunda o-kumarik asidi diyetle alan kisilerde
karacigeri ve diger bazi organlarinda toksisite, mutajenez ve kanser riski artabilir.
Bunlarin yani sira, bu galisma ile CYP1A2'nin o-kumarik asit sonucunda nasil reglle
edildigi hakkinda da bilgiler elde edilmigtir. Aril hidrokarbon reseptéri (AhR) CYP1A
ailesi dahil birgcok genin transkripsiyonel olarak duzenlenmesinden sorumlu
reseptordur. Bu yuzden, CYP1A2 mRNA seviyelerinde o-kumarik asit sonucunda

meydana gelen artis AhR reseptorundn artigsindan dolayi olabilir.

Bu calismada elde edilen bulgular ilk defa CYP2El'in o-kumarik asit
uygulanmasi sonucunda insan karaciger kanser hucrelerinde (HepG2) arttigini
acikgca gostermektedir (Sekil 3.33). P4502E1 birgok duslk molekuiler agirlikli toksik
kimyasalin metabolizmasinda rol aldigindan son yillarda ¢ok onem kazanmis bir
sitokrom P450 izoformudur. Bu izoformun benzen, karbon tetraklorar, ve
nitrozaminler gibi birgok ksenobiyotigi elektrofilik, mutajenik ve timér olusumuna
neden olan metabolitlere donustirdigu bilinmektedir (Yoo, 1988; Guengerich, 1991,
Melhman, 1991; Nakajima, 1992; Yamazaki, 1992). o-Kumarik asid’in kullanimi
sonucunda CYP2E1’i artirmasi bu kimyasalin kendi metabolik aktivasyonunun yani
sira benzen, nitrozaminler, p-nitrofenol, piridin vb. toksik kimyasallarinda metabolik
aktivasyonunu artirabilir. Bunun sonucunda bu fenolik asidi diyetle alan kisilerde
CYP2E1 tarafindan metabolize edilen bu kimyasallardan kaynakl kanser olusma ve
hepatotoksisite riski artabilir. Ayrica, diger sitokrom P450 izozimleri ile
karsilastirildiginda, CYP2E1‘in  regllasyonu ¢ok daha karmasik olup,
transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-translasyonel olaylar ile polimorfizm bu
enzimin dizenlenmesinde rol oynamaktadir (Song, 1995). o-Kumarik asit uygulamasi
sonucunda artan CYP2E1 mRNA seviyesi mRNA sentezinin artisindan
(transkripsiyonel) ya da mRNA stabilizasyonundan (post-transkripsiyonel) dolayi
olmasi muhtemeldir. Bu iki mekanizmada CYP2E1 regulasyonunda rol oynamaktadir.

CYP2E1 ve CYP1A2 izozimlerinin yani sira, o-kumarik asidin CYP3A4 protein
ve mMRNA seviyelerine olan etkisi HepG2 hicre hattinda belirlenmistir (Sekil 3.34). Bu
calisma, o-kumarik asidin CYP3A4’e olan etkisinin belirlendigi literatirdeki ilk
calismadir. Karacigerde ve ince bagirsakta en fazla bulunan izozim oldugundan ve
cok cesitli ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol aldigindan dolayi, CYP3A4 6nemli
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bir P450 izoformudur. Bu protein, antibiyotikler, yatistiricilar, kalsiyum kanal
blokorleri, HMG KoA reduktaz inhibitorleri AIDS ilaglari ve analjezikler gibi piyasadaki
ilaglarin %50’sinden fazlasini metabolize eder (Martin, 2003; Arayne, 2005; Van
Herwaarden, 2005; Sica, 2006; Sugimoto, 2006; De Wildt, 2007; Klotz, 2007). o-
Kumarik asit uygulanmasi sonucunda CYP3A4 protein ve mRNA seviyesi anlamli
sekilde azalmistir. Bu ylzden, o-kumarik asit uygulamasi sonucunda CYP3A4’(n
degismesi ilag metabolizmasinda bozukluklara ve klinik ilag toksisitesine neden
olabilir. Ayrica, Pregnane X reseptori (PXR) CYP3A4’Un gen ekspresyonunun
regulasyonunu dizenleyen anahtar molekuldir (Waxman, 1999). o-Kumarik asit
uygulanmasi sonucunda PXR miktarinda azalis, CYP3A4’iUn mRNA seviyesindeki
azalisa neden olabilir.

Tdn bu Sitokrom P450 izozimlerin yani sira, CYP2C9'un protein ve mRNA
seviyelerinin o-kumarik asit sonucunda nasil degistii HepG2 hlicre hattinda
belirlenmistir (Sekil 3.35). CYP2C9 kanser ilaglari, antibiyotik gibi piyasadaki ilacglarin
%20’sinden fazlasini metabolize eden bir izozimdir (DeLisle ve ark., 2011). o-
Kumarik asit uygulanmasi sonucunda CYP2C9'un protein ve mRNA seviyesi anlamli
sekilde artmistir (Sekil 3.35). Bu ylzden, o-kumarik asit uygulamasi sonucunda
CYP2C9un degismesi ilag metabolizmasinda bozukluklara ve klinik ilag toksisitesine
neden olabilir.

Tdm bu sonuglar, o-kumarik asit, kanser olusumunu ve gelisimini birgok
noktadan engelleyerek antikarsinojenik etki gosterdigini ortaya koymustur. Fakat
kimyasal karsinojenezde rol alan CYP1A2 ve CYP2EL1 gibi proteinlerin o-kumarik asit
uygulamasi sonucunda induklenmesi, kullanimdan once bir doz ayarlanmasi

yapillmasi gerceginide ortaya koymaktadir.
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5. SONUG

Sonu¢ olarak yapilan ¢alismada o-kumarik asidin apoptoz yolagini, hicre
dongusu ve tumor baskilayici proteinlerin  ekspresyonlarini  degistirdigi ortaya
konmustur. Ayrica, ilaglar ve Kkarsinojenler gibi birgok ksenobiyotigin
metabolizmasinda rol alan P450 izozimlerinden CYP1A2, CYP2E1, CYP2C9 ve
CYP3A4 olan etkisi belirlenmistir. o-kumarik asit, kanser olugsumunu ve gelisimini
bircok noktadan engelleyerek antikarsinojenik etki gosterdigi saptanmistir. Fakat,
CYP1A2, CYP2EL, CYP2C9 ve CYP3A4 gibi proteinlerin o-kumarik asit uygulamasi
sonucunda degismesi bircok onemli problemi de yaninda getirebilecegi gercgegini
ortaya c¢ikarmaktadir. o-kumarik asidin ilaglari ve diger ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda dénemli rol oynayan bu enzimlerin Uzerine etkisi géz Onunde
bulunduruldugunda bu maddenin aliminin dizenlenmesi dnem arz etmektedir. Bu
sayede o-kumarik asidin insanlarda sebep olabilecedi organ toksisitesi, mutajenite ve
karsinojenite, ilag metabolizmasinda bozukluklar ve klinik ilag toksisitesi
engellenebilir.
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Ozet: Giinimiizde birgok insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerinin
giderilmesi ve gesitli hastalik etmenlerine karsl koruyucu ajanlar olarak bitkisel preparatlari ya da
normal diyetlerin bilesenleri olan fitokimyasallari siklikla tiketmektedirler. Bu ¢alisma insanlarin
diyetle birlikte siklikla aldiklari ve geleneksel tedavi amagli tibbi bitkilerin yapisinda yaygin bir
sekilde bulunan o-kumarik asitin anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmalar ile
olasi diyet-ilag potansiyelinin belirlenmesini kapsamaktadir. Bu amagla, o-kumarik asit insan
meme kanseri hiicre hattina (MCF 7), insan karaciger kanseri hicre hattina (HepG2) ve iinsan
fibroblast hicre hattinda (3T3) uygulandi ve sitotoksik etkileri ve etkin dozlari saptandi. Anti-
karsinojenik etki mekanizmalarinda rol oynayan hucre dongusu duzenliyici genler (siklin2, CDK4,
p21 ve p16) ile onkogen ve timor baskilayici genlerin (pRb, p53, PTEN) ekspresyon diizeyleri
tespit (MRNA ve protein diizeyleri) edilerek transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmalari
tanimlandi. Ayrica apoptoz yolaklarinda galisan Bcl-2, bax, Kaspaz 3 ve 9, ve APAF-1 gibi
proteinlerin gen ekspresyon ve protein dizeyleri tespit edildi. Tum bunlara ek olarak, ilag ve
prokarsinojen/karsinojen metabolizmasinda dnem arz eden spesifik sitokrom P450 izozimlerinin
gen ekpresyon ve protein duzeyleri Uzerine etkileri belirlendi.

Sitotoksisite sonuglarina gére, LD50 degerleri, MCF-7 HepG2 ve 3T3 hicreleri icin sirasiyla 7,39
mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmistir. 3T3 hicrelerine MCF-7 ile karsilastirma
yapabilmek i¢cin MCF-7 huicrelerine uygulanan 4.95 mM o-kumarik asit dozu uygulandi. o-kumarik
asit apoptoz yolaginda gérev alan Kaspaz 3 ve bax proteinlerinin mRNA ve protein seviyelerini
artinrken (1.59-2.52-kat,p<0.05), bu proteinlerin seviyeleri T3 hattinda istatistiksel olarak anlamli
degismemistir. Mcf-7 hicre hattinda Bcl-2’in mRNA ve protein seviyesi sirasiyla 35% ve 48%
azalmistir (p<0.05). 3T3 hiicre hattinda ise bcl-2’'nin protein ve mRNA seviyesi yaklasik 1.25-kat
artmasina ragmen bu artis anlamh bulunmamistir. Apoptoz yolaginda goérev alan Apaf-1 ve
kaspaz 9 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 2 hicre hattinda da degismemistir. O-kumarik
uygulamasi sonucunda hiicre déngustinde goérev alan siklin D1, D2 ve siklin bagimli kinaz 2'nin
protein ve mRNA seviyeleri her iki hiicre hattinda da azalis gostermektedir (10-65%). O-kumarik
asit timor baskilayici proteinlerden olan p53 ve PTEN’in mRNA ve protein seviyesini her iki hiicre
hattinda artmasina neden olmustur (1.55-3.43-kat, p<0.05). Retinblastomanin (Rb) mRNA ve
protein seviyesinde anlamli degisimlere yol agmamistir. TUm bunlara ek olarak, o-kumarik asit
HepG2 hicre hattinda CYP1A2, CYP2E1 ve CYP2C92un mRNA ve protein seviyelerin artmasina
sebep olmusgtur (1.4-5.24-kat, p<0.05). CYP3A4’Gn mRNA ve protein seviyesi ise azalmistir (52 %
ve 60%, p<0.05).

Tdm bu sonuglar, o-kumarik asit, kanser olusumunu ve gelisimini bircok noktadan engelleyerek
antikarsinojenik etki gosterdigini ortaya koymustur. Fakat, kimyasal karsinojenezde rol alan
CYP1A2 ve CYP2E1l gibi proteinlerin o-kumarik asit uygulamasi sonucunda induklenmesi,
kullanimdan dnce bir doz ayarlanmasi yapilmasi gercedinide ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: : o-kumarik asit, anti-karsinojen etki, apoptotik etki, Sitokrom P450
izozimleri, fitokimyasal-ilag etkilesimleri, molekuler mekanizma
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