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OZGUN ARASTIRMA

Myricetinin LNCaP Androjen Bagimli Prostat Kanseri
Hiicreleri Uzerine Etkisinin Arastiriimasi
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OZET

Prostat kanseri diinyada erkekler arasinda en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Prostat kanserinin morbidite ve mortalitesi son zamanlarda
artmistir. Tedavisi i¢in birgok alternatif yaklasimlar gelistirilmeye c¢alisilsa da, prostat kanseri hala kétii prognoz sergilemekte ve yiiksek
6lum oranlar ile karsilasilmaktadir. Myricetin, antikanser 6zelligi ile ilgi ¢eken dogal bir flavonoid bilesiktir. Yapilan in vitro ve in vivo
¢aligmalar myricetinin ¢esitli mekanizmalar yoluyla prostat kanserini etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Bu ¢alismanin amact
artan dozlarda myricetin uygulamasmin androjen reseptdr bagimli insan prostat kanser hiicre hatti olan LNCaP hiicrelerinin canliligi
iizerindeki etkilerini belirlemek ve apoptozla iliskili BAX ve BCL2 genlerinin ekspresyon seviyelerini tespit etmektir. LNCaP hiicreleri
myricetinin 10 pM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 pM’lik konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat siiresince inkiibe edilmis ve hiicre canliligindaki
degisimler 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) yontemiyle belirlenerek ICs, degerleri
hesaplanmustir. BAX ve BCL2 gen ifadelerindeki degisimler ise Real-Time PCR metoduyla belirlenmis ve elde edilen verilerin analizinde
AACT metodu kullanilmistir. Myricetinin uygulanan biitiin dozlarda kontrole gore LNCaP hiicre canliligini azalttigi gosterilmis olup ICsg
degeri 24. saat i¢in 123.76 uM, 48. saat i¢in ise 84.79 pM olarak tespit edilmistir. Ayrica, myricetin uygulamasinin apoptoz iligkili BAX gen
ifadesini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde artirirken BCL2 gen ifadesini ise azalttig1 goriilmiistiir. Myricetinin LNCaP hiicrelerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkileri daha detayl olarak arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Myricetin. LNCaP Hiicre Hatti. Apoptoz. Bax ve Bcl-2 Gen Ekspresyonu.
‘Investigation of the Effect of Myricetin On Human Androgen Dependent Prostate Cancer Cells’

ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common type of cancer amongst men worldwide. The morbidity and mortality of prostate cancer has
increased recently. Although many alternative approaches have been tried to be developed for the treatment, prostate cancer still has a poor
prognosis and high mortality rates. Myricetin is a natural flavonoid compound of interest for its anticancer properties. In vitro and in vivo
studies show that myricetin effectively impedes prostate cancer through several mechanisms. The aim of this study was to determine the
effects of increasing doses of myricetin on the viability of LNCaP cells, an androgen receptor-dependent human prostate cancer cell line, and
to determine the expression levels of the apoptosis-related BAX and BCL2 genes. LNCaP cells were incubated with myricetin at
concentrations of 10 uM, 25 uM, 50 pM, 100 uM, 150 pM for 24 and 48 hours and alterations in cell viability were determined by 2,3-bis-
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) )-2Htetrazolium-5-carboxanilide (XTT) method and ICsy values were calculated. Changes in BAX and
BCL2 gene expressions were investigated by Real-Time PCR and the data was analysed using AACT method. It was shown that myricetin
decreased LNCaP cell viability at all doses used compared to the control, and the ICs, value was determined as 123.76 uM for the 24th hour
and 84.79 puM for the 48th hour. In addition, it was observed that myricetin administration increased apoptosis associated BAX gene
expression at a statistically significant level, while it was decreasing BCL2 gene expression. The antiproliferative and apoptotic effects of
myricetin on LNCaP cells need to be investigated in more detail.
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ikinci sirada gelen 6liim nedenidir'. Erken teshis ile
prostat kanseri metastaz yapmadan oOnce biiyiik
olasilikla bagsarili bir sekilde tedavi edilmektedir’.
Bugiine kadar prostat kanseri tedavisinde kullanilan
yaklagimlar cerrahi girisim, radyoterapi, kemoterapi,
tibbi kastrasyon ve hormon tedavisidir. Kapsamli
arastirmalar alternatif tedavi yaklagimlar1 gelistirmeye
caligsalar da, prostat kanseri hala kotii prognoz
sergilemekte ve yiksek Olim oranlar1 ile
karsilasilmaktadir™®.  Ayrica  hastaligin  ilerleyen
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evrelerinde kanser hiicrelerinin gelistirdigi kemoterapi
ve antiandrojenik tedavi direncleri mevcut tedavi
protokollerini zorlamaktadir; bu nedenle de yeni
terapotik stratejilerin formiilize edilmesi ve diisiik
toksisiteye sahip etkili antikanser ilaglarin bulunmasi
onemlidir’. Bu diisiinceler 15181nda, prostat kanserinin
tedavisi ve Onlenmesi igin etkili, giivenli ve dogal
kemopreventif ve kemoprotektif bilesikler
kullanilmasi gindeme gelmistir.

Glintimiizde klinikte kullanilan ¢ogu ilag molekiiliiniin
koklerinin dogal firiinlere dayandigi bilinmektedir.
Bunlar arasinda yer alan polifenoller, bitkilerde ikincil
metabolizma {iriinii olarak olusan ve oldukc¢a yaygin
olarak  bulunan, UV  isinlarina,  mikrobiyal
enfeksiyonlara kars1  bitkiyi  koruyan, bitkisel
hormonlar1 diizenleyen, enzim inhibisyonunda ve
tozlayicilart cezbetme gibi c¢esitli aktivitelerde rol
oynayan bitkisel kaynakli bir molekiil grubudur’.
Insanlarin tiikettigi gidalar icerisinde en yaygin olarak
bulunan polifenol smifi, flavanlar, flavonlar,
flavonoller ve antosiyanidinleri igeren flavonoidlerdir.
Flavonoidler bakimindan zengin igerikli diyetler
prostat kanseri goriilme sikliginda ve mortalitesinde
azalma ile iligkilendirilebilir. Prostat kanseri goriilme
sikliginin diyetlerinde bat1 iilkelerine kiyasla yaklasik
100 kat daha fazla flavonoid bulunan (soya ve yesil
cayda oldugu gibi) Cin va Japonya gibi Dogu Asya
iilkelerinde daha az oldugu séylenebilir*.

Quercetin, kaempferol ve isorhamnetin ile birlikte
flavonoller icerisinde yer alan myricetin, 3,3',4',5,5",7-
hekzahidroksiflavon, agirlikli olarak meyvelerde,
sebzelerde, sert kabuklu yemislerde, tibbi bitkilerde,
caylarda ve sarapta bulunur. Myricetinin antikanser,
antidiyabetik, antiaging, antihipertansif,
antienflamatuvar, antialerjik ve analjezik aktiviteler
gibi 6nemli farmakolojik potansiyellere sahip olmasi
bu molekiilii oldukea ilgi ¢ekici bir hale getirmistirg.
Birgok preklinik ve klinik ¢alismada, dogal
kaynaklardan elde edilen myricetinin ¢esitli kanser
tirlerine karst umut verici etkileri bildirilmistir.
Ayrica bu molekiiliin  kanserin baglamas1 ve
ilerlemesinde Snemli rol oynayan enzimleri inhibe
etme potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.
Myricetinin HCT-15 insan kolon kanseri hiicrelerinde
BCL2 ile iliskili X proteini (BAX)/BCL2 oranini
anlamli seviyede artirarak sitotoksik etki gosterdigi ve
doza bagli olarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir'.
Benzer sekilde, insan yumurtalik kanseri hiicreleri
(SKOV3, A2780 ve OVCAR3) ile yapilan cesitli

calismalarda, muyricetinin hiicre canlilig1  ve
biiylimesini  inhibe  ettigi, hiicre  dongiisiini
durdurdugu, hiicre invazyonunu Onemli o&lgiide

engelleme potansiyeline sahip oldugu ve endoplazmik
retikulum stresi ve DNA ¢ift sarmal kiriklar1 yoluyla
apoptozu indiikleyebildigi gozlenmistir'' ™. Myricetin
ayrica radyoterapi veya kemoterapi ile birlikte
kombine olarak uygulanarak sirasiyla insan akciger

178

0. Cesur Giinay ve M. Se¢cme

adenokarsinomu AS549 hiicrelerini radyoterapiye ve
o0zofagus  kanseri  EC9706  hiicrelerini  ise
5’fluorourasil ile kemoterapiye daha duyarli hale
getirmistirls’lé. Myricetinin apoptotik ve
antiproliferatif etkileri tiroid kanseri, meme kanseri,
servikal kanser, hepatoselliiler karsinom ve glioma
hiicrelerinde oldugu gibi fare modellerinde de
gbsterilmistirls’n'B. Bu hiicrelerde gozlenen apoptotik
etkiler BAX/BCL2 oraninin ve Bad ve p53
diizeylerinin artmasi, caspazlarin aktivasyonu, H,O,
iretimi, ya da Madl, PIM1, AKT ve ERKI1/2 gibi
farkl1 yolaklarda yer alan proliferasyonla ve hiicre
sagkalimi  ile  iliskili  genlerin  ifadelerinin
degismesinden kaynaklanmaktadir®.

Bu c¢alisma, farkli dozlarda uygulanan myricetinin
androjen reseptor bagimli insan prostat kanser hiicre
hattt olan LNCaP hiicrelerinin canlilig1i {izerindeki
etkilerini belirlemek ve bu bilesigin terapotik
potansiyelini arastirmak amaciyla gerceklestirilmistir.
Bu ¢aligmada ayrica myricetinin LNCaP hiicrelerinde
apoptoz iliskili genler olan proapoptotik BAX ve anti-
apoptotik BCL2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimler Real-Time PCR metoduyla calisilmustir.

Gereg ve Yontem

1- Hiicre Kiiltiirii:

LNCaP hiicreleri %1 L-glutamin, 100 U/ml penisilin
ve 0,1 mg/ml streptomisin ve %10 FBS ile
zenginlestirilmis RPMI-1640 (Gibco, ABD) besi
ortamlarim1  iceren 75 cm® kiiltir flasklarinda
beslenmislerdir. Hiicreleri iceren flasklar nemli bir
inkiibatdr icerisine yatay pozisyonda tutulmustur
(37°C; 5% CO,). Hiicreler konfliient olduklarinda
flasklardan Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) soliisyonu
kullanilarak ayrildiktan sonra 96-kuyucuklu ya da 6-
kuyucuklu plaklara aktarilarak sirasiyla 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-
karboksanilid (XTT) ve Real-Time PCR analizlerinde
kullanilmustir.

2- XTT Analizi:

Myricetin LNCaP hiicrelerine uygulanip zamana ve
doza bagimli olarak hiicre canliliginin belirlenmesi ve
hiicrelerin %350’sinin yasadigr dozun tespit edilmesi
icin XTT yontemiyle hiicre proliferasyon testi
gerceklestirilmigtir. Myricetinin LNCaP  hiicrelerin-
deki doz ve zamana bagl sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in hiicreler 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plaklarma 2x10*kuyucuk miktarinda  ekilmistir.
Hiicrelerin kiiltiir plaklarina yapisabilmesi igin 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Myricetinin 10 pM, 25 uM,
50 uM, 100 pM, 150 pM’lik konsantrasyonlar1 %10
serum iceren tam besiyerinde binde bir oraninda
Dimethilsiilfioksit (DMSO) iginde  ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Literatiir bilgileri 15181nda uygulanacak
dozlara karar verilmistir’™*’. Kontrol grubuna tam
besi yeri igerisinde etken madde olmaksizin
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uygulanmuistir. Hiicre proliferasyonu Cell
ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell
Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological
Industries) ile belirlenmistir. Zamana bagimli etkinin
ortaya c¢ikartilmasi i¢in analizler 24. ve 48. saatlerde
gerceklestirilmigtir.  Bu saatler sonunda her bir
kuyucuga 100 pL besiyeri eklendikten sonra 50 pL
aktive edilmis XTT soliisyonu (49 pL XTT Reagent
Solusyonu ve 1 pL Aktivator Soliisyonu) ilave
edilmistir. Madde ilavesini 4 saat takiben caligilan
gruplarin absorbans degerlerinin (OD) okumalari
ELISA cihazinda (Multiskan GO, Thermo) 450 nm
dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda
gerceklestirilmigtir. Hiicre canliligt  yiizdesi (%)
hesaplanirken her bir kuyucukta tespit edilen optik
dansite degeri kontrol optik dansite degerine
boliinmiis ve yiiz ile carpilmustir. ICsq dozu online ICs
hesaplama platformu kullanilarak (https://www.aatbio.
com/tools/ic50-calculator) probit sayilart (y) ve
karsilik gelen log doz konsantrasyonu (x) olacak
sekilde hazirlanan non-linear bir regresyon egrisi ile
belirlenmistir.

3. RNA izolasyonu:

Gen ifadesindeki degisimleri belirleyebilmek igin
kontrol ve doz gruplarinda RNA izolasyonu igin
Trizol Reagent (Hibrigen, Tirkiye) kullanilmistir.
Hiicreler oncelikle 3x10° hiicre olacak sekilde 6-
kuyucuklu plaklara ekilmistir ve XTT analizi sonucu
belirlenen dozlar uygulanmistir (ICsy 84.79 uM ve 48
saat). Hiicreler, 6-kuyucuklu kiiltiir plakalarinda her
plaka i¢in 500 pl olacak sekilde Trizol eklenip scraper
kaziyict ile toplanarak ependorf tiiplere (1 ml)
aktarilmistir. Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform
ilave edilip iyice pipetlendikten sonra oda sicakliginda
15 dk inkiibasyona birakilmistir. Sogutmali santrifiij
ile +4°C’de 15.000g’de 20 dk santrifiij edilmis ve
renksiz olan iist faz toplanip ayri bir ependorf tiipiine
almmistir. Toplanan bu st fazin tizerine 500 pl
izopropanol eklenip 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra tekrar +4°C’de 15.000 g’de 30 dk
santrifiij edilmistir. Pelet {izerine %70’lik etanol ilave
edilerek +4°C’de 12.000 g’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip pelet kisa siireli
hava temasiyla kurutulmus ve sonrasinda 40 pl
RNase-DNase free su ile ¢dziinmiistiir. izole edilen
RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi
(Thermo) ile ol¢lilmiistiir.

4- cDNA Sentezi:

izole edilen total RNA’lardan Real-Time PCR (RT-
PCR) icin kullanilmak iizere cDNA sentezi High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, ABD) ile {iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda 96-kuyucuklu plaklar
(AppliedBiosystems™ MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plate) kullanilarak StepOne Plus Real-
Time (AppliedBiosystem, ABD) PCR cihaz1 ile
gerceklestirilmigtir. ¢cDNA sentezi total RNA son

konsantrasyonu 2 pg olacak sekilde kit protokolii
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Sentezlenen cDNA
ornekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

5- RT-PCR Testi:

Myricetinin LNCaP hiicre hattinda BAX ve BCL2’nin
mRNA diizeyindeki gen ekspresyon degisimine olan

etkisi StepOne Plus Real-Time PCR (Applied
Biosystems, ABD) ile tespit edilmistir. GAPDH
normalizasyon  amaglt housekeeping olarak
kullanilmigtir. Genlerin primer sekans bilgileri su
sekildedir: BAX forward 5’-
TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG-3’ ve reverse
5’-TGTGTCCACGGCGGCAATCATC-3’; BCL2

forward 5’-TGCACCTGACGCCCTTCAC-3> ve
reverse 5’-AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG-

3’;  GAPDH forward 5’-GCACCGTCAAGG-
CTGAGAAC-3’ ve reverse 5-TGGTGAAGACG-
CCAGTGGA-3’. Calismamizda RealQ Plus 2X

Master Mixgreen (Ampligon, Danimarka) kullanilmis
ve ilgili SyberGreen Master Mix protokoli
uygulanmigtir. Reaksiyon kosullar1 her bir kuyucukta
5,5 ul SyberGreen, 6,5 pl niikkleaz igermeyen su, 2 pl
(1 pl reverset+ 1 pl forward) primer ve 1 pl cDNA
olacak sekilde 96-kuyucuklu plaklarda kurulmus ve
yiizeyleri  seffaf  yapiskan  etiketle  (Applied
Biosystems™ 96-Well Reaction Plate seal, ABD)
kapatilmistir. StepOne Plus Real-Time PCR cihazina
yiiklenen plaklarda yer alan cDNA molekiilleri, 1
dongli 95°C’de 15 dakika denatiirasyon, 40 dongi
olacak sekilde, 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 30 sn ve
72°C 30 saniye olarak amplifiye edilmistir.
Reaksiyona ayrica 1 dongii Melting curve basamagi
da eklenmistir (95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1
dakika).

6. Istatistiksel Analiz:

Elde edilen mRNA’larin  ekspresyonlarindaki
degisimin verileri AACT metodu ile analiz edilmistir.
Web tabanli “RT?> Profiler™ PCR Array Data
Analysis” https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/)
programinda ekspresyon degerleri +3SD
karsilastirilmasi temeline bagli olarak analiz edilmistir
ve gruplar arasindaki istatistiksel degisim “Student’s t-
test” ile karsilastirilmigtir. Kat degisimi degerleri
(Fold change ve Fold regulation) de AACT tabanl
olarak belirlenmistir.

Bulgular

Myricetin  degisen dozlarda LNCaP hiicrelerine
uygulanarak zamana ve doza bagl hiicre canliligi
tespit  edilmistir. Myricetinin ~ test  edilen
konsantrasyonlar1 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM,
150 uM olup, 24 veya 48 saat siire uygulanan biitiin
dozlarda kontrole gore hiicre canliligmin azaldigi
gosterilmigtir  (Sekil 1).  Myricetin  LNCaP
hiicrelerinde artan doza bagli olarak hiicre
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proliferasyonunu azaltmistir. ICsy degeri 24. saat icin
123.76 uM, 48. saat i¢in ise 84.79 uM olarak tespit
edilmistir. 48. saatte daha diisiik dozda etki gosterdigi
icin gen ifadelerindeki degisimin tespiti icin 48.
saatteki 84.79 uM doz ve zaman ile ¢aligmaya devam
edilmistir.
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Sekil 1:
Farkly konsantrasyonlarda uygulanan Myricetinin
LNCaP hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonundaki hiicre
canliligi tizerine etkisinin XTT analizi ile gésterilmesi.

Myricetinin 48. saatteki ICsy doz konsantrasyonu olan
84.79 uM uygulamasinin BAX ve BCL2 genlerinin
ifadeleri {izerindeki yani bu genlerin mRNA
ekspresyonlarindaki  degisim  Real-Time PCR
metoduyla calisilmis olup kontrol olarak kullanilan
GAPDH gen ifadesine gore normalize edilerek AACT
metodu ile analiz edilmistir. Calismamizda, LNCaP
hiicrelerinde myricetin uygulamasinin BAX gen
ifadesini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde
artirirken (p<0.02), BCL2 gen ifadesini ise azalttig1
goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 2).

Kontrol Myricetin

Sekil 2:
Myricetinin IC50 degeri olan 84.79 uM
konsantrasyonda ve 48 saat siiresince uygulandigi
LNCaP hiicrelerinde BAX ve BCL2 gen ekspresyon
seviyelerinin grafikleri (*p<0.02, **p<0.001).
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Kontrol Myricetin

Tartisma ve Sonug

Prostat kanseri, Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
Globocan 2020 verilerine gore 1,4 milyon yeni vaka
ve 375 bin 6liim ile diinya ¢apinda erkeklerde akciger
kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanser tiiri
olarak belirlenmis olup, erkeklerde kanserden
kaynakli oliimler arasinda ise akciger, karaciger,
kolorektal ve mide kanserlerini takiben besinci sirada
yer almaktadir™. Bati iilkelerinde prostat kanseri
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goriilme sikligr her 100 bin kiside 70-100 kisi iken,
Tirkiye’de 35 kisi olarak bildirilmis ve yiiz bin
kisiden ise sadece birinin 40 yasina gelmeden prostat
kanseri tanisi aldigi belirtilmistir®. Prostat kanseri,
etiyolojisi tam bilinmeyen multifaktoriyel bir
hastaliktir. Bilinen risk faktorleri arasinda yas, genetik
yatkinlik, etnik koken, cografik konum, gevresel
faktorler ve diyet yer alir.

Kanser kemoprevensiyonu kanserin gelisimini ve
ilerlemesini engellemek ve tedavi etmek amaciyla
toksik olmayan dogal veya sentetik maddelerin
kullammidir®. Yiiksek prevalansi ve yavas ilerlemesi
nedeniyle prostat kanseri kemoprevensiyon stratejileri
icin ideal bir hedef olmustur. Vitaminler, mineral
maddeler ve Ozellikle polifenoller gibi dogal
bilesiklerin  kronik  bazi1  hastaliklar  {izerinde
antienflamatuvar, antiviral, antialerjik, antioksidan ve
antitimor etkileri oldugu bilinmektedir’'.
Epidemiyolojik ve  preklinik  bircok calisma
polifenollerden 6zellikle flavonoidlerin meme, akciger
ve kolon kanserleri gibi gesitli kanser tiirlerine karsi

timor  gelisimini  ve  biiyiimesini  baskilayan
antiproliferatif etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Ilave olarak, flavonoidler farkli

molekiiler yap1 ozelliklerinden dolay1 genis cesitlilik
gosterirler ve bu sebeple hem insan saglig1 acisindan
hem de deneysel olarak gesitli biyolojik etkilere sahip
olabilirler. Bu ¢aligmada androjen bagumli bir prostat
kanseri hiicre hatti olan LNCaP hiicrelerinde
myricetinin hiicre canlilig1 ve apoptoz iliskili baz1 gen
ifadeleri {izerindeki etkileri arastirilmigtir. Hiicre
canliligini test etmek icin yapilan XTT deneyi
sonuglarina gére myricetin, doza bagimli olarak hiicre
canliigimmi azaltmis olup 48. saatteki ICsy doz
konsantrasyonu 84.79 uM olarak belirlenmigtir.
Literatiire bakildiginda androjen bagimsiz prostat
kanseri PC-3 hiicrelerinde myricetinin antiproliferatif
etkisi MTT deneyi ile degerlendirilmis ve bizim
caligmamizdaki ile benzer olarak ICs, doz
konsantrasyonu 94.48 uM olarak bulunmustur’.
Bagka bir ¢alismada yine androjen bagimsiz prostat
kanseri hiicreleri olan PC-3 ve DU-145’te 48 saat
sonrast hiicre canlilig1 kolorimetrik olarak test edilmis
ve ICsy degerleri sirasiyla 47.6 uM ve 55.3 uM olarak
bulunmustur®®. Aymi calismada saglikli prostat
RWPE-1 hiicrelerinde de canliliga bakilmig ve ICs,
degeri prostat kanseri hiicrelerine kiyasla daha yiiksek
olarak (362.1 uM) olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla
myricetinin benzer konsantrasyonlarda saglikli prostat
hiicrelerinde hiicre canliligini daha az azalttiginin
belirtilmis olmasi1 bizim g¢aligmamiza da katki
sunmaktadir. Diger bir c¢alismada ise myricetin ile
muamele edilmis LNCaP hiicrelerinin 72 saat sonraki
hiicre canliligit MTT testi ile kolorimetrik olarak analiz
edgmis ve ICsy degeri 18.5 uM olarak hesaplanmis-
.

Kemoterapotik  ajanlar  araciligryla  apoptozun
indiiklenmesinde mitokondriyal yolaklar oldukca
onemlidir*®. Mitokondri yapismin  ve islevinin
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bozulmasi, hiicre o6limii icin gerekli iki ana
mekanizma olan BAX/BCL2 oraninda bir artisa ve
kaspazlarin aktivasyonuna neden olur. Cesitli kanser

hiicrelerinde  myricetinin  indiikledigi  apoptotik
mekanizmalar gilincel c¢alismalarla aydinlatilmaya
devam  etmektedir.  Myricetinin  mitokondriyal

yolaklarla apoptozu tetikledigi birgok ¢aligmada
belirtilmis olup buna ilave olarak p53 artisi, H,O,
iiretimi, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve DNA
cift sarmal kiriklarinin dahil oldugu diger yollardan da
apoptozu indiikleyebildigi bilinmektedir.

Hiicre o6limii uyaranlart BCL2 ailesine ait belirli
proteinlerin  lokalizasyonunu  degistirir. ~ Ornegin,
apoptotik hiicre 6liimii uyaranlart BAX’1n sitozolden
mitokondri dis membranina taginmasini tegvik ederek
gecirgenligini degistirir ve takiben de sitokrom c
salimimi gergeklesir. Sitokrom c'nin sitozolik birikimi
de sirayla apoptozom komplekslerinin olusumuna ve
kaspazlarm aktivasyonuna neden olur”. Bu ¢alismada,
LNCaP hiicrelerine myricetin uygulandiginda BAX ve
BCL2 gen ifadelerinin anlamli diizeyde degistigi
gozlenmistir. BCL2, hiicre sagkaliminda 6nemlidir ve
cesitli uyaranlarla tetiklenen hiicre apoptozunu inhibe
ettigi icin BCL2’nin hiicre apoptozunun negatif bir
diizenleyicisi oldugu sdylenebilir’®. Dolayisiyla,
BCL2 seviyelerindeki azalmalar, mitokondriyal
bozulmanin aracilik ettigi apoptotik hiicre Sliimii ile
dogrudan iliskilidir’’. Tersine, mitokondride BAX
(proapoptotik BCL2 ailesinin bir  iiyesi)
seviyelerindeki artiglar ise apoptotik hiicre 6liimiiniin
bir gostergesidir’®. Biz bu arastirmada, myricetin
uygulamasinin prostat kanseri hiicrelerinde BCL2
diizeylerini disiirdiigiini, BAX diizeylerini ve sonug
olarak da BAX/BCL2 oranim1 ise artirdigini
gozlemledik. Sadece BAX ve BCL2 ekspresyonunun
arastirilmasi total apoptozu gostermemekle birlikte,
apoptoz iligkili iki 6nemli marker genin degisiminin
tespit edilmesi apoptoz mekanizmasinin anlasilmasina
katkt sunmaktadir. Dolayistyla myricetinin BCL2
seviyesini azaltip BAX'in sitoplazmadan mitokondriye

translokasyonunu indiikleyerek mitokondriyal
biitiinliiglin  bozulmasina ve apoptoza sebep
olabilecegi  diisliniilmektedir.  Benzer  sekilde

myricetinin hepatoselliiler karsinom HepG2 ve meme
kanseri MCF-7 hiicrelerinde BAX/BCL2 oranimi ve
cesitli kaspaz aktivitelerini arttirdigi; insan papiller
tiroid kanseri SNU-790 HPTC hiicrelerinde ise
bunlara ilave olarak kaspazdan bagimsiz olan apoptoz
ile iligkili apoptoz indiikleyici faktér (AIF) ifadesinin
de indiiklendigi gosterilmistir'’**’. HCT-15 hiicre
hatt1 ile yapilan baska bir ¢alismada myricetinin 100
puM  konsantrasyonda  uygulandiginda  hiicre
canliliginin %70 oraninda azaldigt ve apoptozun
indiiklendigi goriilmiistiir*'. Ayrica westen blot analizi
ile normal apoptotik protein profili incelendiginde
kaspaz-3, 9 veya mitokondriyal sitokrom c ifadesinde
bir artis gozlenmeyip, AIF ifadesinin indiiklenerek
BAX/BCL2 oraninda bir artisa neden oldugu rapor
edilmistir*’. Deri kanseri A431 hiicrelerinde de

myricetin hiicre canlilifini azaltip, hiicre dongiisiini
durdurmus ve BAX/BCL2 oraninda artigin yani sira
ROS iiretimini tetikleyerek hiicreleri apoptoza
siiriiklemistir®. Myricetinin ¢esitli kanser hiicre
hatlarindaki etkileri degerlendirildiginde apoptozda
yer alan genler ve ekspresyon diizeylerinin biiyiik
Olgiide  hiicre  hattinin  tipine  baghh  oldugu
goriilmektedir.

Bitki polifenollerinin tiimdr hiicrelerinin gelisimini ve
proliferasyonunu engelleyici etkileri bilinmekle
birlikte bu molekiiller daha detayli arastirilmalidir.
Ciinkii, kanser mortalitesi olduk¢a yiiksek bir
hastaliktir ve tedavi protokollerinde hala eksiklikler ya
da ciddi yan etkiler gozlenmekte ve ayrica
olusabilecek  kemoterapi direngleri tedaviyi
smirlandirmaktadir. Bu sebeple, deneysel arastirmalar-
da kanser tedavisi igin bitki kaynakli bu ve benzeri
bilesikleri kombine uygulayarak ya da yaygin
kullanilan kemoterapi ilaglar1 ile kombine ederek
tedaviler planlanabilir. Bu tarz uygulamalar ile sinerjik
etkiler elde edilirse, mevcut kemoterapi ajanlarinin
daha disik dozlarda kullanilmasi  saglanarak
istenmeyen yan etkileri engellenebilir. Bu c¢alisma
myricetinin antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin
belirlenmesi i¢in planlanmig ve sonu¢ olarak da
myricetinin hiicre canliligini azalttig1 ve proapoptotik
BAX geninin ifadesini artirirken antiapoptotik BCL2
gen ifadesini azalttif1 ortaya ¢ikartilmistir. Caligmaya
saglikli prostat hiicrelerinin dahil edilmemis olmasi ve
total apoptoz durumunun Annexin-V ve TUNEL gibi
yontemlerle analiz edilmemis olmasi ¢aligmanin
kisithiliklar1 arasindadir. Bu molekiiliin indiikledigi
hiicre o6lim mekanizmalarinin daha net ortaya
¢ikartilabilmesi i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasina
gerek duyulmaktadir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Calismada hiicre hatlar1 kullanildigindan etik kurul onay1 alinmasi
gerekmemektedir.
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