ARASTIRMA (Research Report)

MESANE KANSERLI DOKU KULTURLERINDEKI MiKRONUKLEUS
UZERINE PROPOLIS VE MiTOMISIN-C’NIN ETKIiLERIi
Effects of Propolis and Mitomycin-C on Micronucleus
in Tissue Cultures of Bladder Cancer
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Ozet : Bu c¢alismada yiizeyel mesane kanserli
hastalarin  transiiretral  rezeksiyon (TUR) doku
orneklerinden hazirlanan tranzisyonel karsinom hiicre
kiiltiirlerinde  mitomisin-C  (MMC) ve propolisin
mutagenik etkilerine bakildi. Calismamizda mesane
kanserli doku kiiltiirlerine 0.1 ml propolis (8 g
propolis + %8 lik 15 ml L-Lizin), 1.6 ul mitomisin-C
(0.1 mg/ml) ve 0.1 ml L-Lizin (80 mg L-Lizin + 1 ml
distile su) ilave edilerek, mikroniikleus tizerine etkileri
degerlendirildi. Sonuglarimiz propolis ve mitomisin-
C’nin kontrol grubuna hiicrelerdeki mikroniikleus
(MN) orammi arttirdigini gostermektedir (p<0.05).
Hem propolis hem de mitomisin-C mikroniikleus
oramini  arttirict  etkilerinden  dolayt  mutagen
maddelerdir.

Anahtar kelimeler: Mesane kanseri, mikroniikleus,
mitomisin-C, propolis

Summary : In this study, we have tested the
mutagenic effects of mitomycin-C (MMC) and
propolis on transitional carcinoma cell cultures.
Tissue samples were obtained from transurethral
resection (TUR) tissue of patients with superficial
bladder cancer. In this study, 0.1 ml propolis (8 g
propolis + 8% 15 ml L-Lysin), 1.6 ul mitomycin-C
(0.1 mg/ml) and 0.1 ml L-Lysin (80 mg L-Lysin +
1 ml distilled water) were added to cancer tissue
cultures and the effects of these solutions on the
micronucleus (MN) rate were evaluated. Propolis
and mitomycin-C increased the micronucleus rate
of the cell when compared to untreated control
(»<0.05). Our results showed that both propolis
and mitomycin-C are mutagenic materials, because
of their micronucleus increasing effects.

Key words: Bladder cancer, micronucleus,
mitomycin-C, propolis

Propolis, balarilart (Apis mellifera L.) tarafindan
bitkilerden toplanan ve mumla karistirilarak kovan
icerisinde bir ¢ok amaca yonelik olarak kullanilan
dogal bir {iriindiir (1). Propolis genel olarak; %45-
55 regine, %23-35 mumlar ve yag asitleri, %10
esansiyel yaglar, %5 polen ve %5 diger organik
maddeler ve mineraller igerir (2). Flavonoidler
propolisin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir kis-
mindan sorumludur (3). Propolis; antibakteriyal,
antiviral, antifungal, antioksidan, antiinflammatér,
yara iyilestirici ve doku yenileyici ve anestetik
etkilerin yaninda pek ¢ok yararli biyolojik aktivite-
nin gerceklesmesine neden olur (4-9).
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Yiizeyel mesane kanserleri tiim kanserlerin %80’ini
olusturur.  Tekrar orant  %40-80  arasinda
degismektedir  (10). Intravesikal ~mitomisin-C
(MMC) bu oran1 azaltmak i¢in kemoterapotik olarak
kullanilan bir ajan olup antikarsinojen ve antitimor
aktivitesi gostermektedir (11).

Mikroniikleus  (MN)  testi, mutagenler ve
karsinogenler tarafindan indiiklenen DNA hasarimi
belirlemede hem in vivo hem de in vitro olarak
kullanilan sitogenetik bir testtir. MN analiz yontemi,
kimyasal maddelerin mutagenik etkilerini belirlemek
i¢in kullanilir (12-15).

Sunulan ¢alismada bir ¢ok ¢alismaya kaynak
olusturan ve c¢ok cesitli etkileri bulunan (4-9)
propolisin ile MMC’nin mesane kanserli hastalarin
doku kiiltiirlerinde MN {izerine etkisi arastirilmistir.
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GEREC VE YONTEM
Propolisin Toplanmasi ve Saklanmasi

Propolis  ornekleri Eylil 2002°de Bursa’dan
toplandi. Propolisin suda ¢oziinebilir tiirevlerinin
(WSDP) elde edilmesinde Nikolov ve ark. (1987)
metodu kullanildi (16). Propolis %96°lik alkolde
¢oziildii, mikrofiltreden gecirildi ve vakum
evaporatdrde kurutuldu. Elde edilen regineli {iriin
%38’lik L-Lizin (Sigma Chemie) soliisyonuna ilave
edildi. WSDP dondurucuda kurutuldu. WSDP
kullanima kadar +4°C’de saklandi.

Mesane Kanserli Materyalden Doku Kiiltiirii

Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uroloji
Anabilim Dalinda mesane kanserli 22 hastadan
alman doku Ornekleri transport ~medyum
(Biological  Endustries) igerisinde  Genetik
Anabilim Dali’na ulastirtldi. Steril kabinde steril
petri kabina alian materyal, steril makas ile kiigiik
pargalara ayrildi. Materyal etiivde 37°C’de 1 gece
bekletildi. Petri kabindan steril kiiltiir tiipiine alinan
materyal, 1400 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.
Stipernatant atilarak pellet resiispanse edildi. 1 ml
kollajenaz + 1 ml 6n hazirlik medyumu (Biological
Endustries) ilave edildi. 2 saat etiivde 37°C’de
bekletildi. 1400 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak pellet resiispanse edildi. 1 ml
on hazirlik medyumu ilave edildi. 1400 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet
resiispanse edildi. 9 ml 37°C’de 1sitilmis doku
kiiltir medyumu (chang medyum-IRVINE®)
eklendi. Hiicreler 2 adet kiiltir flaskina
paylastirilarak etiketlendi. Flasklar CO,’li etiive
kaldirildi. 7-8 giin hareket ettirilmeden hiicrelerin
flaskin tabanina yapismasi beklendi.

Kanserli doku kiiltiirlerine, 0.1 ml propolis (8 g
propolis + 8% 15 ml L-Lizin), 1.6 ul MMC
(Sigma) (0.1 mg/ml) ve 0.1 ml L-Lizin (80 mg L-
Lizin + 1 ml distile su) ilave edildi.

Cikarim yapilacak her bir flaska 100 ml kolsisin
(Sigma) eklenerek, 1 saat etiivde 37”Cde
bekletildi. Flask igerisindeki medyum enjektore
cekildi. Flask igerisine 2 ml Tripsin EDTA
(IRVINE®) ilave edildi ve 5-10 saniye

beklendikten sonra enjektore c¢ekildi. Flask igerisine 2
ml Tripsin EDTA ilave edildi ve 4 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Bu siire igerisinde hiicrelerin kalkip
kalkmadigina invert mikroskopta bakildi. Hiicre
kalkmasi tamamlandig1r zaman, enjektor igerisindeki
medyum ve Tripsin EDTA karisimi tekrar flaska
aktarildi. Flask icerisinden de pastor pipetiyle santrifiij
tiptine alindi ve flask iizerindeki etiket tiipe
yapistirildi. 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak pellet restispanse edildi. 10 ml
37°C’de 1sitilmis hipotonik soliisyonu ilave edildi.
Hemen 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak pellet reslispanse edildi. 10 ml
37°C’de 1sitilmig hipotonik soliisyonu (%0.0625°1ik
sodyum sitrat) ilave edildi ve 37°C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Santrifiijden 6nce 1 ml soguk fiksatif (3 hacim
metanol : 1 hacim asetik asit) ilave edildi. 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
pellet resiispanse edildi. 10 ml soguk fiksatif damla
damla, vorteks Tlizerinde karistirilarak ilave edildi.
Elde edilen hiicreler preparat hazirlamadan 6nce —
20°C’de en az 30 dakika bekletildi. Preparat
hazirlanacagi zaman rezervler derin dondurucudan
cikarilarak 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Hiicre siispansiyonundan 1slak soguk lam iizerine 2-3
damla damlatildi. 2-3 saniye beklendi ve iizeri soguk
fiksatif ile yikand1 (12).

Mikroniikleusun Boyama ve Degerlendirilmesi

Preparatlar 5 N HCI igerisinde 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Preparatlar musluk suyundan
gecirildi.  Preparatlar karanlikta  Shift (Merck)
ayrracinda 240 dakika bekletilerek  boyandi.
Preparatlar 3 sale sodyum bistilfit ¢ozeltilerinin her
birinde 2 dakika bekletilerek yikandi. Preparatlar
musluk suyunda en az 30 dakika bekletildi. Preparatlar
% 5°lik Fast green (Merck) soliisyonunda 30 dakika
boyandi. Preparatlar saf sudan gecirilerek boyanin
fazlas1 alindi. MN degerlendirmesinde, 1000 hiicre
degerlendirilereck MN sayilart belirlendi. Sonuglar
%MN seklinde kaydedildi (13).

istatistiksel Analiz

MN degerlendirmesinde tekrarli 6lgiimlerde ANOVA
testi kullanildi.
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BULGULAR

Mesane kanserli 22 hastanin doku kiiltiirlerinin MN
sonuglar1 Tablo I ve Tablo II’de gosterilmektedir.
Tablo II’'ye gore en biiyilk MN orani MMC’ye
aittir. Propolis, MMC ve L-Lizinin MN oranlar
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sirastyla 1.318+0.861, 2.186+0.825 ve 0.959+0.520
olarak bulundu. Sonuglar, propolis ve MMC’nin
kontrol grubuna gére MN oranini yiikselttigini
gostermistir. MN oranlart bakimindan propolis,
MMC ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo I. Mesane kanserli doku kiiltiirlerinde Propolis, MMC ve L-Lizinin % MN oranlar1

Maddeler
Denek Propolis MMC L-Lizin (Kontrol)
(n) (0.1 ml) (1.6 mL) (0.1 ml)
| 0.2 1.1 0
2 1.2 1.7 0.8
3 0.9 0.6 0.3
4 1.2 2.9 1.6
5 2.8 2.5 1.7
6 2.7 3.2 1.4
7 0.8 1.8 1.0
8 1.3 2.4 1.1
9 1.1 2.1 0.8
10 3.1 34 1.9
11 0.7 2.7 0.3
12 0.4 2.6 0.2
13 2.0 2.1 1.2
14 2.1 3.6 1.5
15 2.2 2.8 1.5
16 1.0 2.2 1.0
17 0.6 2.1 0.8
18 0.9 1.6 0.8
19 0.7 0.6 0.4
20 0.5 1.9 0.8
21 0.4 1.3 0.7
22 2.2 2.9 1.3
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Tablo II. Propolis, MMC ve L-Lizinin % MN ortalamalar

Maddeler n MN Oranlan
( +SS)
Propolis (0.1 ml) 22 1.318 £0.861
MMC (1.6 pl) 22 2.186 = 0.825
L-Lizin (0.1 ml) 22 0.959 +0.520

X : Aritmetik Ortalama F=39.289  p<0.05

SS: Standart Sapma

TARTISMA

Insanlar giinlik yasamlarinda veya calisma
ortamlarinda genotoksik ajanlarin mutajenik ve
karsinojenik etkileri ile karsilasmaktadirlar. Bu
nedenle mutagenik ve karsinojenik, maddelerin
etkilerinin aragtirilmast 6nem kazanmistir. Dogal
triinlerin de mutagenik etki gosterdikleri
bildirilmektedir (12, 17-18).

Propolis ve  MMC’nin MN iizerindeki arttirict
etkileri bir ¢ok calismada gosterilmistir. Ozkul ve
ark. (19) saglikli kisilerin periferal kan lenfosit
kiiltiirlerinde propolisin artan dozlarmna bagh
olarak, MN oranin1 artirdigin1 bildirmektedirler.
Krishnaja ve ark. (14), MMC’nin periferal kan
lenfosit kiiltlirlerinde MN  oranint  artirdigini,
Grisolia (15) da MMC uygulanan fare ve baliklarin
eritrositlerinde  MN  oraninda artis oldugunu
belirtmektedirler. Fauth ve ark. (20) yaptiklari
calismada, insan kan lenfosit kiiltiirlerinde
MMC’nin  MN  iizerine arttirict  etkisini
gostermislerdir. Jie ve Jia (21), MMC uygulanan
farelerin NIH 3T3 hiicrelerinde MN oranlarinin
arttigin1 rapor etmislerdir. Ortiz ve ark. (22)
calismalarinda, MMC’nin ratlarin periferal kan
retikiilosit hiicrelerinde, Prasad ve ark. (23) ise
MMC uygulanan farelerin kemik iligi hiicrelerinde
MN oraninda artis oldugunu bildirmektedirler.

Propolis ve  MMC’nin mutagenik aktivitesinin
arastirildigr bu c¢alismada propolis ve mitomisin-
C’nin hiicrelerdeki mikroniikleus oranini arttirdigi
saptanmuistir.

Mikroniikleus, hiicrelerde spontan olarak da
olusabilir. Spontan MN sayis1 hiicre boliinmesinin
sayisina baglidir (25). Propolisin mesane kanserli
doku Kkiiltiirleri ile yapilan baska bir caligmada
hiicre bolinmelerini azaltict etkisinin
bulundugundan s6z edilmektedir (26). DNA’da
olusan c¢apraz baglarin, MN olusumundan sorumlu
olduklar belirtilmektedir (24). Literatiir bilgilerinin
1s18inda, propolisin  DNA’da ¢apraz baglar
olugturarak MN sayisinda artisina  neden
olabilecegi kanisina varilmistir.

Sonug olarak propolis ve MMC, MN oranint
arttiric1  etkilerinden dolayr mutagen maddeler
olarak yorumlanabilir. Bu nedenle propolis ve
MMC’nin yiiksek dozlarda kullanimi zararh
sonuglar dogurabilir. Diger taraftan bolgelere gore
degisen bitki oOrtiistine bagli olarak propolis
iceriginde de farkliligin olabilecegi asikardir.
Propolisin yapisindaki maddelerden hangilerinin
MN orani iizerinde etkili oldugunu ve sinergistik
etki gosterdigini ortaya koyacak diger caligmalara
gereksinim vardir.
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