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Determination of Growth Inhibitory and Apoptotic Effects of Protocatechuic Acid on Prostate Carcinoma Cells
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Abstract

Protocatechuic acid (PCA) is a phenolic acid and widely found spread throughout in many plants as aromatic
secondary metabolites. Previous studies have shown different biological and pharmacological activities of PCA, as well
as, suppression of proliferation of cancer cells. Prostate cancer is one of the most common cancer types in men and the
treatment is very limited. In this study, we determined the cytotoxic and apoptotic effects of PCA on human prostate
cancer (DU145) cells. The cytotoxic effect of PCA (0.5 to 3.5 mM) was examined in cells for 24 and 48 hours by MTT
and Neutral Red (NR) assay. All statistical analyses were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) and
followed up by Tukey’s multiple comparison tests. Morphological changes in cells were evaluated by inverted
microscope. Apoptotic cell death was assessed in cells treated with 1 and 1.5 mM PCA by DAPI staining. The cell
viability started to decrease at 1 mM (p<0.001) for 24 hours, 0.75 mM (p<0.001) for 48 hours. The ICs values at 24 and
48 hours were estimated as 1.29 and 0.90 mM by MTT and 1.23 and 0.88 mM by NR assay respectively. Increased
PCA doses caused circular cell morphology, diminished the cell number as well as increased the nuclear condensation
and fragmentation on DU145 cells. We reported for the first time that PCA possess cytotoxic and apoptotic effects on
prostate cancer cells. Further studies are needed to clarify the mechanism of PCA in order to induce apoptotic death.
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*

Prostat Kanseri Hiicreleri Uzerinde Protokatekuik Asitin Biiyiimeyi Onleyici ve Apoptoz Indiikleyici Etkilerinin
Belirlenmesi

Ozet

Protokatekuik asit (PCA); fenolik bir asittir ve pek ¢ok bitkide yaygin olarak bulunan aromatik sekonder bir
metabolitdir. Onceki arastirmalar, PCA'nin farkli biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri yaninda ozellikle kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasimi da baskiladigini gostermistir. Prostat kanseri, erkeklerde goriilme orani yiiksek kanser
cesitlerinden birisidir ve tedavisi olduk¢a sinirhidir. Calismamizda, PCA’nin insan prostat kanseri (DU145) hiicreleri
tizerindeki sitotoksik, morfolojik ve apoptotik etkileri arastirildi. PCA dozlarinin (0,5 ile 3,5 mM) 24 ve 48 saatteki
sitotoksik etkileri MTT ve Notral Kirmizisi (NR) yontemleriyle arastirildi. Deney gruplari arasindaki farkliliklar, SPSS
programinda, tek yoOnlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma yontemiyle degerlendirildi.
Hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler ters 1s1k mikroskobu ile incelendi. Ayrica 1 ve 1,5 mM PCA ile muamele edilen
hiicrelerdeki apoptotik hiicre 6liimii, DAPI boyamasi ile aragtirildi. PCA’nin hiicrelerindeki ¢ogalmayi baskilayict
etkisinin 24 saatte 1 mM (p<0.001); 48 saatte ise 0,75 mM (p<0.001) dozundan itibaren basladig1 belirlendi. MTT
yontemine gore; 24 ve 48 saatteki ICso degerleri sirastyla 1,29 ve 0,90 mM, NR yodntemine gore ise; 1,23 ve 0,88 mM
hesaplandi. PCA dozlarindaki artisa bagli olarak hiicrelerin yuvarlaklastig1 ve sayica azaldig1 ve bununla beraber hiicre
cekirdeklerinde yogunlasma ve parcalanmalarin oldugu belirlendi. Calismada ilk defa PCA’nin, DU145 hiicre
cogalmasi iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmistir. Tiim bu veriler 1s18inda, PCA ile indiiklenen
apoptotik hiicre 6liimiiniin mekanizmasini acikliga kavusturmak icin ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: protokatekuik asit, prostat kanseri, sitotoksisite, DAPI, apoptoz
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1. Giris

Bitkilerde bulunan gesitli dogal maddelerin hastaliklardan koruyucu ya da tedavi edici etkileri ¢ok eski
donemlerde kesfedilmistir. Giiniimiizde de bitkilerden elde edilen ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek olan
dogal maddelerin basinda sekonder metabolitler gelmektedir (Aydmn et al., 2016). Ozellikle biyolojik aktif olan
sekonder metabolitlerin hastaliklarin  tedavisinde kullanilabilecek ilaglar i¢in potansiyel kaynaklar oldugu
diistiniilmektedir. Fenolik asitler, bitkilerde yaygin olarak bulunan aromatik sekonder metabolitlerdir (Robbins, 2003).
Yapilan ¢aligmalarda, fenolik asitlerin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri oldugu rapor edilmistir (Kakkar and Bais, 2014).
Protokatekuik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit, PCA), besinlerle alinan pek ¢ok bitki ve meyvede yiiksek oranda
bulunan fenolik bir asittir. Uziim, erik, badem, findik, ceviz, sogan, zeytin, siyah piring ve zeytinyagi gibi giinliik
diyetle alinan pek ¢ok besinde bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica melisa, anason ve biberiye gibi ¢esitli baharatlarda
da bulundugu bilinmektedir (Tanaka et al., 2011). Yapilan farkli ¢aligmalarda PCA’nin; anti-oksidan (Liu et al., 2002),
anti-inflamatuvar (Min et al., 2010) anti-bakterial, anti-iilser, anti-fibrotik ve anti-viral olmak {izere farkli farmakolojik
aktiviteleri oldugu rapor edilmistir (Khan et al., 2015). Ayrica melanoma (Lin et al., 2011), l6semi (Tseng et al., 2000),
meme, akciger, karaciger ve serviks (Yin et al., 2009) gibi farkli kanser hiicrelerinde de ¢ogalmay1 baskilayici anti-
tiimoral etkisi oldugu yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla belirlenmistir.

Kanser hala diinyada goriilen en tehlikeli hastaliklardan birisidir. Pek ¢ok farkl: tiirli olmakla beraber 6zellikle
prostat kanseri erkeklerde siklikla goriilen bir kanser ¢esididir. Tiim diinyada teshis konulan kanser tiirleri arasinda
ikinci sirada yer almaktadir (Jemal vd., 2011). Yaslanma ile beraber prostat kanseri riski de arttig1 igin 65 yas ve st
erkeklerde siklikla goriilmektedir. Hastalik erken evrelerde herhangi bir olumsuz durum yaratmadigi i¢in genellikle gec
teshis edilebilmektedir. Ayrica tedavide kullanilan kemoterapdtik ilag sayisi oldukca siirlidir (Kawabata et al., 2011).
Hastalik teshis edildikten sonra ¢ogunlukla doksataksel ve kabazitaksel gibi taksanlar ile standart bir kemotoropotik
tedavi baslatilmaktadir (Hwang, 2012). Fakat kullanilan ilaglarin yan etkilerinin fazla olmas1 ve ilaclara kars1 hiicrelerin
yiiksek direng gostermesi tedavi sansini azaltmaktadir (Shen et al., 2010; Petranyi, 2012). Bu nedenle hastaligin tedavisi
icin yeni kemoterapotik ajanlar ya da mevcut ilaglarin etkinligini arttiracak farkli molekiiller halen arastirilmaktadir.

Calismamizda, bir fenolik asit olan ve besinlerde bol miktarlarda bulunan protokatekuik asitin doza ve zamana
bagli olarak insan prostat kanseri (DU145) hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik, morfolojik ve apoptotik etkilerinin
belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Hiicre canliliginin MTT yontemi ile belirlenmesi

Caligmada Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’dan satin alinan insan prostat kanseri, DU145 (ATCC®
HTB-81™) hiicreleri kullanildi. Hiicreler, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile %10 Fetal Dana Serumu
(FBS) ve %1 penisilin-streptomisin karigimi i¢eren besi ortaminda, 37 °C, %5 CO; ve % 95 nem igeren ortamda
cogaltildiktan sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Deneylerde toz halinde
ticari olarak satin alinan protokatekuik asit (Sigma-Aldrich, 37580) etanol iginde ¢6ziildii. Protokatekuik asitin 0,5;
0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM dozlar1t DMEM ile dilue edilerek hazirland1 ve hiicreler 24 ve 48 saat siireyle muamele
edildikten sonra MTT testine alindi. Caligmada sadece hiicre+besiyeri igeren kuyular kontrol grubu olarak kullanildu.
Deneylerde ¢oziicii olarak kullanilan etanolun 3 ve 3,5 mM konsantrasyonlari i¢erisindeki miktari ¢oziicli kontrol grubu
olarak deneylere ilave edildi.

Bir tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromid (MTT), ilk olarak
Mossmann tarafindan tanimlanan, hiicre ¢ogalmasmi kantitatif ve kolorimetrik olarak o6lgen bir yontemdir. Bu
yontemde, canli hiicrelerin sar1 renkli MTT boyasin1 mitokondriyal rediiktaz enzimi araciligiyla, mor renkli formazana
indirgenmesi spektrofotometrik olarak belirlenmektedir (Abe and Matsuki, 2000). Muamele siireleri sonunda her bir
kuyuya 20 pL MTT soliisyonu eklenerek kiiltiir kaplar1 4 saat inkiibasyona birakild. inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyucuga 100 uL dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. Olgiimler mikroplaka okuyucu (BioTek, Powerwave XS) ile 550
nm dalga boyunda yapildi. MTT {iriinli olan formazan; yasayan hiicre sayisi ile iliski gosterdiginden, ila¢ verilen
kuyucuklarda okunan optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin yilizdesine gevrildi (Oztopcu-Vatan et al., 2012).
Her bir deney birbirinden bagimsiz olarak en az 3 kez tekrar edildi.

MTT yonteminden elde edilen veriler, Statistics Program for Social and Science 12.0 (SPSS) programinda, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma yontemiyle istatistiksel olarak
degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.

2.2. Nétral karmizisi yontemi

Caligmada; DU145 hiicreleri %10 FBS ve %! penisilin-streptomisin karigimi iceren DMEM besi yerinde, 37
°C, %5 CO2 ve % 95 nemli ortamda ¢ogaltildiktan sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kaplaria 1x10* hiicre/kuyucuk olacak
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sekilde ekildi. Ertesi giin hiicreler; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM protokatekuik asit dozlari ile 24 ve 48 saat siire
ile muamele edildi. Calismada sadece hiicre+besiyeri igeren kuyular kontrol grubu olarak kullanildi. Deneylerde ¢6ziict
olarak kullanilan etanolun 3 ve 3,5 mM konsantrasyonlari icerisindeki miktar1 ¢6ziicii kontrol grubu olarak deneylere
ilave edildi.

Sitotoksik etki kolorimetrik hiicre canliligi belirleme yontemlerinden biri olan nétral kirmizist (3-amino-7-
dimetil-2-metilphenazin hidroklorid; NR) yontemi ile belirlendi. Notral kirmizist; hiicre igine gegerek, canli hiicrelerin
lizozomunda biriken suda ¢oziinebilen katyonik bir boyadir. Eger hiicrelerin lizozomal zarlarinda herhangi bir hasar
olusursa, nétral kirmizis1 lizozoma gegcemez. Bu ydntem sayesinde yasayan-sagliklt veya hasarli-6lii hiicreler tespit
edilebilir (Komissarova et al., 2005).

Deneylerde muamele siireleri sonunda her bir kuyucuga 100 pL NR ilave edilerek 37 °C’ de 3 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklar 100 uL fosfatla tamponlanmus tuz ¢ézeltisi (PBS) ile yikandi.
Ardindan taze hazirlanmig fiksatif soliisyonundan (I mL formaldehit:1 mL kalsiyum kloriir) 100 pL ilave edilerek 5
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra dokiildii. Taze hazirlanan okutma soliisyonundan (1 mL asetik asit:99 mL
%50’lik etanol) tiim kuyucuklara 100 pL ilave edilerek oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Siire sonunda kiiltiir kaplar1
mikroplaka okuyucu (BioTek, Powerwave XS) da 540 nm dalga boyunda okutuldu. Optik yogunluk kontrole gore
yasayan hiicrelerin yiizdesine g¢evrildi. Bu iglem igin “Sitotoksisite (%) = Doz grubunun absorbansi x 100 / Kontrol
grubunun absorbans1” formiilii kullanildi. Her bir deney en az ii¢ kez tekrar edildi.

NR yonteminden elde edilen veriler, Statistics Program for Social and Science 12.0 (SPSS) programinda, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilagtirma yontemiyle istatistiksel olarak
degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.

2.3. Hiicre morfolojisi

Protokatekuik asit dozlari (0,5 ile 3,5 mM) ile 24 saat silireyle muamele edilen DU145 hiicrelerindeki
morfolojik degisiklikler ters 131k mikroskobu (Olympus, CK2) yardimiyla goriintiilendi.

2.4. DAPI Cekirdek boyamasi yontemi

Calismamizda PCA dozlarinin apoptotik etkisi belirlemek i¢in floresan bir boya olan 4, 6-diamidino 2 fenil
indol (DAPI) ¢ekirdek boyama yontemi kullanilmigtir. Hiicreler standart besin ve kiiltiir kosullarinda ¢ogaltildiktan
sonra 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 3x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Yirmi dort saatlik inkiibasyondan sonra
hiicre canlilig1 {izerinde etkili bulunan 1 ve 1,5 mM PCA dozlan segilerek kiiltiir kaplarina ilave edildi. Caligmada
kontrol grubu olarak ise sadece hiicre+besiyeri iceren kiiltiir kaplart kullanildi. Bir giin sonra, hiicreler % 0,5’1ik
paraformaldehit ile sabitlendikten sonra, % 70’lik soguk etanol ile muamele edildi. DAPI boyasi (1 pg/mL) ile karanlik
ortamda boyama yapildiktan sonra kiiltiir kaplar1 3 kez PBS ile yikandi (Park et al., 2007). Floresan mikroskopta en az
100 hiicre olacak sekilde inceleme yapildi.

3. Bulgular
3.1. Mitokondriyal aktiviteye dayali hiicre cogalmasinin belirlenmesi

PCA dozlarinin prostat karsinoma hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla MTT yontemi
kullanildi. DU145 hiicreleri ile 24 saat siire ile muamele edilen 0,5 ve 0,75 mM PCA dozlarinin kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda hiicre yagsam orani iizerinde herhangi bir etki olusturmadigt gézlendi (p>0,05). Denenen 1; 1,5; 2;
2,5; 3 ve 3,5 mM dozlarinin ise sirastyla % 31, 63, 64, 65, 65 ve 67 oraninda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlendi
(p<0,001; Sekil 1). Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren 1Cso degeri ise 1,29 mM olarak hesaplandi.

Protokatekuik asitin DU145 hiicreleriyle 48 saat muamelesi sonucunda ise 0.5 mM dozunda herhangi bir etki
goriilmezken (p>0,05), 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM dozlarinda yaklasik olarak sirastyla % 17, 70, 71, 72, 72, 73 ve
74 oraninda cogalmay1 baskilayici etkisinin oldugu kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirlendi (p<<0,001; Sekil 1). ICsq
degeri ise 0,90 mM olarak hesaplandi. Deneylerde ¢oziicii olarak kullanilan etanolun 3 ve 3,5 mM konsantrasyonlari
igerisindeki miktarinin ise hiicre canliligi iizerinde herhangi bir etki gostermedigi belirlendi (p>0,05).
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Sekil 1. Protokatekuik asitin DU145 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite bakimindan
degerlendirilmesi. K: Kontrol. Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmigtir (***:p<0,001)

3.2. Lizozomal aktiviteye dayali hiicre ¢ogalmasinin belirlenmesi

Prostat kanseri hiicre ¢ogalmasi tizerindeki PCA dozlarinin etkisini arastirmak amaciyla kullanilan diger bir
hiicre canlilik belirleme yontemi olan NR boyamasi kullanildi. DU145 hiicre canliligi lizerinde 0,5 ve 0,75 mM PCA
dozlarmin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda higbir etkisinin olmadig1 belirlendi (p>0,05). 1; 1,5; 2; 2,5; 3 ve 3,5 mM
dozlarinda ise yaklasik sirasiyla % 38, 63, 64, 64, 65 ve 66 oraninda baskilandig1 belirlendi (p<0,001; Sekil 2). 24
saatteki 1Cso degeri ise 1,23 mM olarak hesaplandi.

48 saatte ise 0,5 mM PCA dozunda sitotoksik bir etkisi gézlenmezken (p>0,05), 0,75 mM dozundan itibaren
diger denen dozlarda ise sirasiyla % 13, 79, 80, 81, 82, 82 ve 83 oraninda ¢ogalmay: baskilayici etkisi oldugu belirlendi
(p<0,001; Sekil 2). 48 saatteki ICsq degeri ise 0,88 mM olarak hesaplandi. Yapilan deneylerde ¢oziicii olarak kullanilan
etanol dozlarinn ise hiicre canliligi tizerinde herhangi bir etki gostermedigi belirlendi (p>0,05).
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Sekil 2. Protokatekuik asitin DU145 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin lizozomal aktivite bakimindan
degerlendirilmesi. K: Kontrol. Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***:p<0,001)

3.3 Dozlarumn hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri

PCA dozlarmim DUI145 hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri ters 151k mikroskobu ile incelendiginde 0,5 ve
0,75 mM PCA dozlarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir morfolojik degisiklige neden olmadig:
gozlendi. Fakat 1 mM dozundan itibaren doz artisina bagli olarak hiicrelerin normal mekik seklindeki hiicre
morfolojilerini kaybederek, yuvarlaklastigi ve birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edildi (Sekil.3). Ayrica hiicrelerde
apoptotik cisimciklerin olugsmaya basladigi yine 1 mM dozunda gézlendi. Hiicre morfolojilerinin 1,5 mM dozunda ise
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iyice bozuldugu ve hiicre sayisinin biiyiik 6l¢iide azaldig: tespit edildi (Sekil 3). Denenen diger dozlarda ise hiicre sayisi
ve morfolojisinde hep benzer goriintiiler tespit edildi. Herhangi bir farkli bir degisiklik gdzlemlenmedigi i¢in sadece 1

ve 1,5 mM dozlarinda gériilen morfolojik degisikler degerlendirildi.
a b

Sekil 3. DU145 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan PCA dozlarinin hiicre morfolojisi ve sayisi tizerindeki etkilerinin
ters 151k mikroskobu altindaki goriintiileri; a: Kontrol (200X), b: 1 mM PCA (200X), c: 1 mM PCA (400X), d: 1,5 mM
PCA (200X). ok (—): apoptotik cisimcikler. Skala bar: 50 pm

3.4 DAPI boyamasimin degerlendirilmesi

Segilen PCA dozlarinin hiicrelerde apoptotik etkisini aragtirmak amaciyla DAPI ¢ekirdek boyamas yapildi.
Hiicrelere uygulanan 1 ve 1,5 mM PCA dozlarmin apoptotik etkisinin oldugu belirlendi. Yapilan degerlendirmede 1
mM PCA dozu ile muamele edilen hiicrelerin kromozomlarinda yogunlasma ve ¢ekirdeklerinde par¢alanmalarin oldugu
kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda belirlendi. 1,5 mM PCA uygulanan hiicrelerde ise belirgin bir sekilde
hiicre sayisinin azaldig1 ve var olan hiicrelerinde de ¢ekirdek ve kromatin yapisinin bozuldugu goézlendi (Sekil 4).

a

Sekil 4. DAPI boyamasi uygulanan DU145 hiicreleri. a: Kontrol hiicreleri, b: 1 mM PCA uygulanms hiicreler, c: 1,5
mM PCA uygulanmis hiicreler. Uggen (A): ¢ekirdek yogunlasmasi, ok (—) ¢ekirdek parcalanmasi (1000X)

4, Sonuclar ve tartiysma

Gilinlimiizde bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin kanserlesmeyi dnledigi ya da kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskiladig1 bilinmektedir. Bu maddeler genellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglar gibi normal hiicreler iizerinde
yiiksek dozlarda bile olumsuz etkilere sahip degildirler. Bu nedenle dogal bilesikler kanser tedavisinde ilag yapilmasi ve
gelistirilmesi i¢in birer potansiyel olduklar1 disiiniilmektedir.

Protokatekuik asit de besinlerle alinan, farkli bitki tiiriinde yaygin olarak bulunan fenolik bir bilesiktir (Tanaka
et al., 2011). Calismada; protokatekuik asitin, insan prostat kanseri (DU145) hiicrelerindeki sitotoksik etkisi iki farkli
hiicre canlilik belirleme yontemi (mitokondrial/lizozomal) kullanilarak doza ve zamana bagl olarak ilk defa
arastirilmigtir. MTT yOntemine gore; 24 ve 48 saatteki 1Cso degerleri sirasiyla 1,29 ve 0,90 mM, NR yontemine gore ise
1,23 ve 0,88 mM olarak hesaplanmistir. Sonuglarimiz PCA’nin hiicrelerde hem mitokondrial hemde lizozomal hasara
neden oldugunu goéstermistir. Bununla beraber her iki yontemde de 24 saatte 1,5 mM, 48 saatte ise 1 mM PCA
dozlarindan sonra hiicre canliligindaki azalma oranlarinda biiyiik bir degisiklik gozlenmemistir. Bu nedenle PCA’nin
toksisitesinin doz ve zaman artigina bagli olarak artmadigi belirlenmistir.

PCA’nin 1-8 pmol/L arasindaki dozlariin insan meme (MCF7), akciger (A549), karaciger (HepG2), serviks
(HeLa) kanseri hiicreleri iizerinde de benzer sekilde sitotoksik etkilere sahip oldugu ve bu etkinin doz artigina bagh
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olarak arttigi rapor edilmistir (Yin et al., 2009). Ayni ¢aligmada farkli bir prostat kanseri hiicre dizisi olan LNCaP
hiicreleri ile de ¢alisilmis ve diger tiim hiicreler icinde PCA dozlara karsi en hassas olanin LNCaP hiicresi oldugunu
ifade edilmistir. Tseng et al. (2000) tarafindan insan 16semi kanser (HL-60) hiicresi ile yaptiklari farkli bir ¢alismada ise
24 saatte 0,5 mM, 48 saatte ise 0,2 mM dozundan itibaren sitotoksik etkinin basladigi hesaplanmistir. Ayrica Lin et al.,
(2007)’nin yapmis oldugu caligmada ise insan gastrik karsinom (AGS, MKN45), insan hepatoseliiler karsinom
(Hep3B), hepatoblastoma (HepG2) ve insan kolorektal karsinoma (Lovo) hiicrelerindeki 24 saatteki ICso degerleri
sirastyla 7,3; 15,8; 26,2; 16,8 ve >30 mM olarak hesaplanmustir. Ayni ¢alismada protokatekuik asitin normal karaciger
(CL) hiicresi tizerindeki 1Cso degeri >30 mM olarak tespit edilmistir (Lin et al., 2007). Bu dozun oldukga yiiksek oldugu
diistiniiliirse kanserli hiicreler lizerinde protokatekuik asitin daha diisiik dozlarda oldukga etkili bir sitotoksik etkiye
sahip oldugu goriilmektedir. Kanserli hiicre dizilerinde denenen protokatekuik asit dozlarinin zamana ve doza bagh
olarak c¢ogalmay: baskiladigi fakat etkili dozunun hiicre ¢esidine ve deney kosullarmna bagli olarak degistigi
goriilmektedir. Calismamizin sonuglart ile diger ¢alisma sonuglari karsilastirildiginda, Yin et al. (2009)’nin yapmis
oldugu calismadaki gibi prostat kanseri hiicreleri lizerinde PCA’nin daha diigiik dozlarda cogalmayr baskiladigi
goriilmektedir.

PCA’nin kanserli hiicrelerdeki sitotoksik etki mekanizmasmin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar halen devam
etmektedir. Yapilan ¢alismalarda PCA dozlar1 uygulanan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde gézlenen kromatin yogunlagmasi
ve gekirdek parcalanmalar tipik apoptotik bulgular olarak degerlendirilmektedir (Yin et al., 2009;Li et al., 2009).
Calismamizda da PCA’nin sitotoksik etki mekanizmasini aragtirmak amaciyla, hem hiicre morfolojisi hem de DAPI
cekirdek boyamasi yapilmistir. Calismamizda belirlendigi iizere, protokatekuik asitin, | mM dozundan itibaren hiicrede
gozlenen apoptotik cisimciklerin varligi, ¢ekirdekteki kromatin yogunlagsmasi ve ¢ekirdek pargalanmalari hiicre
olimiiniin apoptotik siiregle gerceklestirdigini gostermektedir. Tim bu veriler MTT sonuglariyla uyumlu bir sekilde
hiicre sayilarindaki azalmay1 da agiklamaktadir. PCA dozlari ile farkli hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda da ¢aligmamizla
benzer bulgular elde edilmistir. Ornegin; Yin et al., (2009) farkli kanser hiicrelerine uygulanan PCA dozlarinin
apoptotik etki gosterdigini ve apoptotik etkinin yine en fazla LNCaP hiicrelerinde gozlemlediklerini belirtmislerdir.
Farkli bir ¢aligmada ise gastrik karsinom (AGS) hiicrelerinde de 6.0 mM protokatekuik asit dozunun apoptotik bir
etkiye sahip oldugu DAPI cekirdek boyamasi yontemi ile gosterilmis ve hiicrelerdeki apoptotik hiicre Sliimiiniin
JNK/p38 aktivasyonunu ile ger¢eklestirdigini rapor edilmistir (Lin et al., 2007). HepG2 hiicrelerinde ise, apoptoz
stirecinin c-Jun N-terminal kinaz (JNK) bagimli olarak indiikledigi belirtilmistir (Yip et al., 2006). Protokatekuik asitin
ayrica sitotoksik ve apoptotik etkilerinin yani sira AGS hiicrelerinde, matriks bozulmasini azalttigi, migrasyonu ve
metastaz1 engelledigi de gosterilmistir (Lin et al., 2011).

Caligmamizin sonuglarna goére protokatekuik asitin hem mitokondriyal hem de lizozomal aktiviteye dayali
olarak DU145 hiicre ¢ogalmasini baskilayic1 etki gosterdigi ve bu ¢ogalmayr baskilayici etkinin, apoptotik hiicre
Olimiinii aktive ederek gerceklestigi de tespit edilmistir. Prostat kanseri hiicreleri iizerindeki PCA’nin etki
mekanizmasinin daha detayli olarak calisilmasina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle ¢alismadan elde edilen verilerin ileride
yapilacak in vivo ve in vitro caligmalara kaynak olabilecegini diisinmekteyiz.

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 201219A104)..
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