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PROPOLIS VE ETKEN MADDELERI OLAN KAFEIK ASIT FENETIL ESTER (CAPE) VE
SINAMIK ASITIN, INSAN T HUCRELI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi HUCRE Dizisi
(CCRF-CEM)’ DE SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

THE EVALUATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECT OF PROPOLIS AND ITS
EXTRACTS CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER AND CINNAMIC ACID IN HUMAN ACUTE T
CELL LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA CELL LINE (CCRF-CEM)

Cigir BIRAY' Cumhur GUNDUZ' Berna YILMAZ' Fahri SAHIN?
Nejat TOPCUOGLU'
'Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali-izmir

®Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali-izmir

Anahtar sézciikler : Propolis, Kafeik Asit Fenetil Ester, Sinamik Asit, Sitotoksisite, Apoptozis
Key Words : Propolis, Caffeic Acid Phenethyl Ester, Cinnamic Acid, Cytotoxicity, Apoptosis

OZET

Propolis bal arilari tarafindan kovanda Uretilen dogal bir Grindir. Cesitli bitkilerin yaprak, gévde ve tomurcuklarindan
is¢ci arilar tarafindan toplanip kovanda biriktirilen propolisin  antiseptik, antibakteriyal, antiinflamatuar,
imminmodulatér, antioksidan, antimutajenik ve sitotoksik etkileri bilimsel ¢alismalarda kanitlanmistir. Ancak, akut
lenfoblastik I6semi hiicre dizisi olan CCRF-CEM ile yapilmis calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada; propolisin CCRF-CEM hicre dizisinde sitotoksik ve apoptotik 6zellik gdsterip géstermediginin arasti-
riimasi hedeflenmistir. Sitotoksisitenin degerlendiriimesi icin Tripan mavisi yéntemi ve XTT y6ntemleri kullaniimis,
apoptozisin degerlendirilmesi igin ise, apoptozis esnasinda agida ¢ikan oligonikleotidlerin saptanmasi esasina dayal
Eliza yéntemi ve apoptotik cisimciklerin flioresan mikroskopta gériintilenmesini saglayan Akridin Oranj - Etidyum
Bromid boyama teknigi kullaniimigtir. Propolisin sitotoksik etkisinin saptandiktan sonra, propolisin etken maddelerin-
den Sinamik asit ve CAPE (Kafeik asit fenetil ester)’ in sitotoksik Ozellikleri ayni yéntemlerle degerlendirilmistir.
Sinamik asit herhangi bir sitotoksik etki géstermez iken CAPE’ nin doz ve zamana bagiml olarak sitotoksik etki gos-
terdigi ve 1Cso dozunun 1 pM oldugu tespit edilmistir. Akridin Oranj - Etidyum Bromid boyama ydntemleri ile CAPE’
nin ayni hiicre dizisinde apoptozise neden oldugu bulunmustur.

CAPE, normal hiicreler Uizerinde dUsiik toksisiteye sahip, yeni antimetastatik ve antianjiyojenik ajan olarak deger
tasidigindan bu sonuglar akut lenfoblastik I6semi tedavisinde propolis ve &zellikle CAPE’ nin kullanilabilmesine yone-
lik yeni bir pencere agcmistir.

SUMMARY

Propolis is one of the nature- based products, which is produced by honeybees in hives. It is collected by honey bees
from leaves, trunk and bud of several different plants. Propolis has antiseptic, antibacterial, anti-inflammatory, immu-
nomodulatory, antioxidant, antibiotic, antimutagenic and cytotoxic effects which are proven in scientific studies. There
has been no study in CCRF-CEM cell line with propolis and its components in the literature. The aim of this study is
to investigate the cytotoxic and apoptotic effects of propolis and its components in CCRF-CEM cell line.
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Trypan blue dye exclusion test and XTT methods are used to evaluate the cytotoxicity and ELISA based on detection
of oligonucleotids which can be seen during apoptosis. Acridine orange / Ethidium Bromide dye technique based on
detection of apoptotic bodies with Fluorescent microscope were used to evaluate apoptosis. After detection of cyto-
toxic effect of propolis, the cytotoxic effect of Cinnamic acid and CAPE which are the effective components of propo-
lis, were evaluated with the same methods. While cinnamic acid didn’t have any cytotoxic effect, CAPE had dose and
time dependent cytotoxicity and had 1 uM ICsp in CCRF-CEM cell line. ELISA and Acridine Orange / Ethidium Bro-
mide dye methods revealed that CAPE induced apoptosis in the same cell line.

Since CAPE is a new chemotherapeutic and antitumoral agent with very less toxic effects on normal tissues, these
results opened a new horizon for use of propolis in the treatment of acute lymphoblastic leukemia.

GIRIS

Propolis, ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilari tarafindan
toplanan recineli bir maddenin genel adidir (1). Islen-
memis propolisin toplandigi kaynaga gére cesitlilik gos-
teren bilesiminde, % 30 balmumu, % 10 esansiyel ve
aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 organik artiklari da
iceren cesitli diger maddeler bulunmaktadir (2, 3, 4).
Sinamik asit propolisin aktif bir bilesenidir. Dogal kaynak-
lardan elde edilen Urtnlerden biri olup, ¢ok genis bir
gruba sahip olan flavonoidlerin sentezinde rol oynamak-
tadir. Sinamik asit dogada bulunan bir bilesendir. Bitkiler
aleminin bir Gyesi olmakla birlikte genellikle tath kompo-
zisyonlarda bulunur ve sinamon yaginin yapisinda bulu-
nur (5). Sinamik asit ve bunun hidroksile olmus bilesen-
leri insanlar ve hayvanlar tarafindan cesitli miktarlarda
diyetle tuketilmektedir. Sinamik asit ayrica auksin grubu-
na dahildir. Auksinler, hlicre gelisimini ve farklilagsmasini
dizenleyen bitki hormonlaridir (6).

Sinamik asit ve etken maddelerinin genis bir terapotik
spektrumda gorevli olduklar! bilinmektedir. Bunlara érnek
olarak antimikrobiyal aktivite (7) ve antifungal aktivite (8)
verilebilir. Son yillarda sinamik asidin insan malign ti-
morlerinde (Prostat ve akciger melanoma, glioblastoma
ve adenokarsinoma) antitimoéral aktivite sergiledigi de
gbsterilmistir (9). Ayrica sinamik asidin kanser 6nlenmesi
ve terapisinde kullanilan siganlar ve fareler Gzerinde
disUk toksisite gosterdigi bilinmektedir (5). Bazi sinamik
asit  tlrevleri, potansiyel olarak  mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi inhibitérleridir (10).

Kafeik asit fenetil ester; propolis igeriginde bulunan ve
izole edilen ¢ok genis spektrumlu etkileri bulunan bir
maddedir. Fenolik bir bilesik olan CAPE, propolisin biyo-
lojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla birlikte,
antioksidan, antienflamatuar, antiviral, immun uyarici ve
karsinostatik, hasar &nleyici reperflizyon, antikanser
Ozellikleri bulunan bir bilesiktir (11, 12). Farkli kaynaklar-
dan elde edilen propolis Orneklerinin benzer Kkalitatif
kompozisyonlara sahip olmasinin aksine, CAPE &rnekle-
ri buytk oranda farkhhklar icermektedir (13). En dnemli
Ozelliklerinden biri timor hicreleri Uzerindeki sitotoksik
etkisidir.

Sentetik bir madde olan CAPE ile ilgili cok gesitli in vitro
ve in vivo calismalar bulunmaktadir. CAPE, disik
glutatyon (GSH) dlzeyiyle iligkili olan korneal
neovaskulerizasyonda ve lens epitel hiicrelerinin trans
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formasyonunun baskilanmasi koruyucu bir etki sergile-
mektedir (14). CAPE, insan koroner arter endotel hiicre-
lerinde NF-kB U(zerine etki ederek, ox-LDL aracili
degradasyonunu inhibe eder (15) ve iskemiye bagl
hasari Onler (16). Kemoterapide, CAPE’ nin intestinal
karsinogenezi baskiladigi (17), CAPE tirevli bilesiklerin
oral kansere kargl potansiyel ajanlar olduklari gdsteril-
mistir (18). insan HelLa, BEAS-2B, HL-60, MCF-7 ve
sigan ME 308 hicre hatlan izerinde ¢esitli hiicre kiltiri
calismalan cesitli kimyasal karsinojenler ile yapilmistir.
Bu deneylerde kullanilan CAPE’ nin oksidatif stresi azal-
tarak kanser dnleyici bir madde oldugu ortaya konmustur
(19, 20). CAPE, bir insan lI6semik hlcre hatti olan HL-60
hiicreleri Gizerinde apoptozise ve bununla iligkili su atili-
mi, glutatyon tiketimi, mitokondriyal disfonksiyonu, Bcl-2
“down-regiilasyonu”, Bax “up-regilasyonu” ve Kaspaz-3
aktivasyonuna neden olmaktadir (21, 22).

Akut I6semiler; hematopoietik sistemin dlzensizlikleri
olarak kendilerini ifade eden pluiripotent kék hucrelerin
heterojen gruplarinin hastaliklan olarak tanimlanabil-
mektedirler. Akut miyeloblastik 16semiler (AML) ve akut
lenfoblastik 16semiler (ALL) olarak iki gruba ayrilabilmek-
tedirler (23).

Tedavi; I6semik hicrelerin farklilastirimasi yani normal
fonksiyonlarinin kazandirilmasi yada “programli hicre
6lum0” (apoptozis) araciligi ile ortadan kaldirilmasi ve
diger dokular korumaya yoénelik galismalar yogunlasmis-
tir. Farklilastirici ya da apoptozisi uyarici ilaglarin nasil
etki ettigini anlamak icin, bunlarin etkilerini gdsterdigi
hiicre siklusunun degisik asamalarinin ve apoptozisin iyi
anlasilmis olmasi gerektigi agiktir (24).

Bu ¢alismada, anti-oksidan, anti-enflamatuar, anti-septik,
anti-bakteriyal, anti-allerjen, anti-mikrobiyal gibi ¢ok
cesitli etkilerinin yani sira, anti-kanser etkisi de ortaya
konmus dogal bir karisim ve farmakolojik degeri olan
propolisin ve en dnemli iki bileseni Sinamik asit ve Kafeik
asit fenetil esterin (CAPE) sitotoksik ve apoptotik etkinligi
Akut T - hucreli lenfoblastik 16semi hicre dizisinde
(CCRF - CEM) arastinimasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, in vitro kosullarda hicre kilturd yéntem-
leri kullanilarak, insan T- hlicreli akut lenfoblastik |6semi
hicre hattinda, propolis ve etken maddelerinin sitotoksik
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ve apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Sinamik asit ve
CAPE Sigma Chemical Co.,St Louis Missouri’'den sag-
lanmigtir. CCRF-CEM hiicre dizisi (Memorial Sloan
Kettering Oncology Center, New York) Dr. E. Goker
tarafindan saglanmigtir.

Propolis Ekstraktinin Hazirlanigi:

Calismada; alkol icermeyen, % 30 sivi, 300 mg/ ml suda
¢6zllebilen ari propolisi ekstrakti iceren ticari Avustralya
propolisi (Nature’s Goodness) kullaniimistir.

Sinamik Asit Hazirlanisi:

1mg Sinamik asit 50 yl DMSO ile sulandirilip ¢ézelti 950
ul besiyeri ile 1ml'ye tamamlanarak stok sollisyonu (DO0)
hazirlanmigtir

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) Hazirlanisi:

CAPE 50 pl DMSO ile sulandirilip ¢ézelti 950 pl besiyeri
ile 1 ml'ye tamamlanarak stok sollisyonu (DO) hazirlan-
mistir.

Hiicre Kiiltiri:

Bu galismada; % 1 L-glutamin, 10000 U/ ml penisilin, 10
mg/ml streptomisin ve % 10 inaktif fétal sigir serum
(FBS) eklenen RPMI-1640 besiyeri ortami kullaniimis ve
l6semik hiicre dizisi (CCRF-CEM), 37C? de ve % 95
nem, % 5 CO2'li inkiibatdrde kiiltiire edilmistir. Ikilenme
zamani 48 saat olarak bulunmus olup bu slrede pasaj
yapilmistir.

Hiicre Canlihginin (Viabilite) Degerlendirilmesi:

Hlcre canliigr 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde Tripan
mavisi boyasi (Biochrom) canlilik testi ile degderlendiril-
mistir. Neubauer laminda bir sayma alaninda ml’ de
2x10° hiicreye esit olacak sekilde hiicre sayimi yapilmis-
tir.

Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi:

CCRF-CEM hcrelerinde propolis ve etken maddelerden
Sinamik asit ve CAPE’ nin sitotoksik etkisinin degerlendi-
rilmesi icin XTT (2,3-bis [ 2 — methoxy — 4 — nitro — 5 -
sulphophenyl] — 2H — tetrazolium — 5 — carboxanilide
inner salt) kiti (Roche) kullaniimis ve kit prosedlrl takip
edilmistir. Hucreler kontrol, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
490 nanometre ve 630 nanometre referans araliginda
her  bir kuyucugun absorbans degeri (OD),
spektrofotometre (Eliza okuyucusu) kullanilarak okun-
mustur. Kontrole gbére OD degerleri oranlanarak
sitotoksisite belirlenmigtir.

Apoptozisin Degerlendirilmesi:

CCRF — CEM hiicre serisi Gzerinde, CAPE 'nin apoptotik
etkisinin degerlendirilmesi igin iki yontem kullaniimigtir.
Birincisi Cell Death Detection ELISAPLUS (Roche) Kkiti
kullanilarak Eliza ydntemi ile apoptozis tayinidir ve islem-
ler kit prosedirine gére uygulanmistir. Diger yontem ise
Akridin Oranj — Etidyum Bromid Boyasi y®ntemidir.
Akridin Oranj (AO) 100 pg/ml ve Etidyum Bromid (EB)
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100 pg/ml fosfat tamponunda (PBS) hazirlanmistir.
CCRF-CEM 25 yl hiicre siispansiyonuna 2 ul EB/AO
ilave edilmistir. FlGioresan mikroskopta degerlendirilmis-
tir.

istatistik Analiz:

Sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi Student's t
testi ve regresyon analizi ile (SPSS v.11 for Windows)
gercgeklestirimistir. Anlamhlik derecesi p< 0,05 alinmig-
tir.

BULGULAR

Avustralya Propolisinin Hiicre Canliigi Uzerine Etki-
sinin Degerlendirilmesi

Tripan Mavisi Boyasi Canlilik Testi:

Avustralya  propolisin ~ 1/1000, 1/5000, 1/10000
dilisyonlarinin 0, 24, 48, 72. ve 96 saatlerdeki hicre
sayimlari Grafik 1 ve Tablo 1’de verilmistir. Hlicre sayisi
2x10° hiicre olacak sekilde baslaniimis ve ¢ift kontrolli
olarak calisiimistir.
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Grafik 1. Propolisin degisik dilisyonlarinin Tripan Mavisi boyasi
ile degerlendiriimesinin (ortalama + SD) grafikle goés-

terimi

Tablo 1. Propolisin degisik diliisyonlarinin tripan mavisi boyasi
ile degerlendirilmesi [hiicre sayisi x 10°, (ortalama *

SD)]
Saat
Dilisyon ¢ 24 48 72 96
Kontrol 2 2,3+1,27 6,4+0,28 12,7+1,84 113,68
1/1000* 2 0,2+0,28 0,1%0,14 0 0
1/5000* 2 2,1+0,71 1,3x0,71 3,1+0,71 1,11£0,42
1/10000* 2 1,9+0,14 3,4+3,11 9,6+3,68  3,9+1,84
*p< 0,05
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Hlcre sayimi  sonuglarina gére 1/1000 dilisyonun ol-
dukga toksik oldugu, bu dillisyonlardan ICso tanimina en
yakin 1/10000 diliisyonun oldugu gértlmustir (Tablo 2,
Grafik 2). Ug diliisyondaki (1/1000, 1/5000, 1/10000)
hiicre sayilarinin ortalamalari kontrole gére karsilastiril-
diginda anlamli azalma saptanmistir (p<0,05, ti/1000=
2,6175, t1/5000=2,2975 ve t1/10000=2,1440)
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Grafik 2. Propolisin degisik konsantrasyonlarinin XTT testi ile
elde edilen % sitotoksisite sonuglari

Tablo 2. Propolisin degisik dilisyonlarinin XTT testi ile %
sitotoksisitesinin degerlendirilmesi

Saat
Diliisyon 0 24 48 72 96
kontrol 0 0 0 0 0
1/1000 0 79,6 77,9 81 79,3
1/5000 0 696 67 69,9 63,8
1/10000* 0 43,1 49,2 53 48,7
*p<0,05
XTT Testi:

Propolisin sitotoksik etkisinin degerlendirildigi XTT testi
icin ayni dilisyonlar (1/1000, 1/5000, 1/10.000) calsil-
mistir (Grafik 2). Propolisin 1/1000 dilisyonunun % 80
oraninda sitotoksik oldugu ve hiicre proliferasyonunda %
50 azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyon yani,
ICso dozunun 1/10000 oldugu saptanmistir. Ayrica,
1/10000 dilisyonunun zamana bagll olarak sitotoksisite
de anlamli bir logaritmik artis gosterdigi saptanmigtir
(R?=0,802, p<0,05)

Sinamik Asitin Hiicre Canliigi ve Sitotoksik Etkisinin
Degerlendirilmesi:
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Tripan Mavisi Boyasi Canlilik Testi:

Sinamik asit ile ilgili literatlirde sitotoksisite verisi olma-
digi icin 1nM ile 100 pM arasindaki degisik dozlar kulla-
nilmistir. Propolisin ICsq dozu bazal sitotoksisite olarak
alinmistir. Elde edilen sonuglara gére sinamik asitin 1Csg
dozunu hesaplamak icin optimal konsantrasyonlarla
calisma tekrarlanmistir. Galisilan konsantrasyonlarda
sinamik asitin zamana bagimli anlamli korelasyon ifade

eden sitotoksisitesi saptanmamistir (Grafik 3).
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Grafik 3. Sinamik asidin degisik konsantrasyonlarinin Tripan

Mavisi ile degerlendirilmesi (ortalam

a+SD)

Tablo 3. Sinamik asidin degisik konsantrasyonlarinin Tripan
Mavisi ile degerlendiriimesi [hiicre sayisi x 10°, (orta-

lama + SD)]
Saat

Konsantrasyon

0 24 48 72 96
kontrol 2,00 3,51+0,06 5,28+0,86 10,64+2,48 7,91+0,44
1nM* 2,00 3,33 7,22 7,89 8,33
10nM* 2,00 3,00 7,67 8,89 6,22
100nM 2,00 2,96+1,16 4,61+1,81 6,36+1,07 8,94+2 44
1uM 2,00 2,87+0,66 4,87+1,23 6,97+0,90 7,91+1,45
10uM 2,00 2,58+0,50 4,82+2,42 6,90+1,74 7,91+1,45
50pM* 2,00 2,13 7,07 5,73 11,07
100uM 2,00 2,86%0,11 4,60+1,04 7,64+1,76 7,87+2,64
Propolis 1/10000 2,00 2,42+0,03 3,49+0,41 5,68+0,64 4,29+0,22

#fkinci calismaya alimmamstir
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Canli Hiicre Sayisi (10°)
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Grafik 4. CAPE’ nin degisik konsantrasyonlarinin Tripan Mavisi
ile degerlendirilmesinin grafikle gésterimi (ortalama *
SD)

Tablo 4. CAPE’ nin degisik konsantrasyonlarinin Tripan Mavisi
ile degerlendirilmesi [hlicre sayisi x 105, (ortalama +

SD)]
Saat

Konsantrasyon 0 24 48 72 96

Kontrol 2,00 3,83+0,39 7,50+3,38 10,50+0,71 7,61+1,18
1nM 2,00 3,61+0,71 6,33+2,67 9,72+0,71 6,94+1,18
10nM 2,00 3,56+0,94 5,83+3,22 8,67+1,57 6,390,71
100nM 2,00 3,67+0,47 5,44+2,99 7,39+1,49 5,83+0,24
1M 2,00 2,44+0,00 4,00+2,51 5,44+1,26 4,61+0,86
10pM 2,00 1,44+0,94 0,94+0,86 1,72+2,12 2,00+2,51
Propolls 2,00 2,22+0,00 3,94+1,81 5,56+1,73 5,00+1,10

1/10000

CAPE’ nin CCRF-CEM Hiicre Dizisi Uzerine Olan
Etkisinin Degerlendirilmesi

Tripan Mavisi Boyasi Testi Sonuclari:

CAPE’ nin 1 nM ile 10 yM araliginda degisik konsant-
rasyonlarda canlihik deneyleri yapiimistir. Propolisin 1Cso
dozu bazal sitotoksisite olarak alinmistir. 24 saat aralik-
larla yapilan sayimlar sonucunda CAPE’ nin CCRF-CEM
hicre dizisinde doza ve zamana bagimli sitotoksisite
gbsterdigi ve 1Csg dozunun 1uM oldugu bulunmustur.
CAPE dilisyonlarinin hiicre sayisi ortalamalari kontrole
gore karsilastinldiginda anlamh azalma saptanmigtir
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(p<0,05, tinm= 2,7417, tionm= 2,7166, tioonm= 2,4076,
timv= 2,9671 ve tiomv= 3,0021). iki kez tekrarlanan de-
ney sonuglar Grafik 4’ te gdsterilmistir.

XTT soliisyonu kullanilarak sitotoksisitenin deger-
lendirilmesi:

CAPE ile 1nM ile 100puM araliginda degisik konsantras-
yonlarda sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Bu deneyler
sonucunda da ICsp dozu 1 pM olarak bulunmustur.
CAPE’ nin 1nM diliisyonunun zamana bagli olarak line-
er (R2=0,999, p<0,05) ve 10 uM dilisyonu hari¢ diger
dilisyonlarin logaritmik anlamli bir sitotoksisite gésterdigi
saptanmistir (p<0,05, R2(10nM) = 0,961, R2(100nM) = 0,975,
R%oum) = 0,978 ve R%ooum) = 0,967). iki kez tekrarlanan
deney sonuglari Grafik 5'te gdsterilmigtir.

Sitotoksisite (%)

60 80 100
Saat

—o—kontrol —-8-—10M ---A---100M  —-%--100nM  —-%-- 1M —0— 10uM  —— 100uM

Grafik 5. CAPE’ nin degisik konsantrasyonlarinin XTT ydntemi
ile elde edilen % sitotoksisite sonugclari.

Tablo 5. CAPE’ nin degisik konsantrasyonlarinin XTT ydntemi
ile % sitotoksisitesinin degerlendiriimesi

Kon- Saat
santras
yon 0 24 48 72 96
Kontrol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1nM* 0,0 4,8 8,0 11,3 14,2
10nM 0,0 9,9 17,5 19,6 21,0
100nM* 0,0 19,8 25,6 32,5 34,2
1uM* 0,0 30,6 48,6 57,7 60,1
10pM* 0,0 66,6 76,6 82,2 74,0
100pM* 0,0 76,8 84,8 86,3 89,1
*p< 0,05

CAPE’ nin Apoptotik Etkisinin Degerlendirilmesi

CAPE’ nin 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki apoptotik etkisi
Cell Death Detection ELISA™S yéntemiyle ile degerlen-
dirilmistir. Calismada 1 x 10* hiicre sayisi ve

87



CAPE’ nin 1 pM (ICso dozu ) kullanilmistir. Elde edilen
optik dansite (OD) degerlerine gbre kontrol grubu (0.
saat) 1 kabul edilerek, 48 saatte apoptozis indeksinin
maksimum oldugu (1.35) saptanmistir. Zamana bagimh
anlamli bir degisim saptanmamistir (Tablo 6; Grafik 6).

1,6
1,4 1

g 1.2
IR
g 0,8 -
g 0,6
0,4 -
0,2
0

0 24 48 72 96
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Grafik 6. CAPE’ nin Apoptozis indeksi

Tablo 6. CAPE’ nin Apoptozis Indeksi

Saat Apoptozis indeksi
0 1,00
24 1,25
48 1,35
72 1,16
96 1,16

Apoptotik, nekrotik ve normal hiicreler ayri ayri sayilarak
degerlendiriimistir. Sonug¢ olarak 24 saatten itibaren
erken ve ge¢ apoptotik hiicre sayilarinin arttigi, maksi-
mum apoptotik hiicre sayisina 48. saatte ulasildigi gé-
rilmastar (Grafik 7 , 8). Zamana bagiml apoptotik hiicre
sayilari kontrol ile kargilastiriidiginda anlamli olarak farkl
bulunmustur (t=35,987, p<0,05).
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Grafik 7. CAPE ile muamele sonrasi toplam apoptotik hicre
yuzdesinin zamana goére dagilimi

CAPE’ nin apoptotik etkisi akridin oranj etidyum bromid
ile de deg@erlendirilmistir. Hiicre sayisi 1 x 10° ve CAPE’
nin 1 uyM (ICso dozu ) alinmistir. Her bir grup (0, 24, 48,
72 ve 96. saat) icin flioresan mikroskopta en az 450
hiicre sayilmistir. Canh hiicreler homojen yesil boyanmis
kromatin, nekrotik hiicreler homojen turuncu boyanmis
kromatin, erken apoptotik hicreler kondanse ve
fragmante yesil boyanmis kromatin ve ge¢ apoptotik
hiicreler kondanse ve fragmante turuncu boyanmis
kromatin seklinde gbzlenmistir (Resim 1).

Resim 1. Akridin Oranj Etidyum Bromid ile canh (C), nekrotik
(N), erken (EA) ve ge¢ (GA) apoptotik hiicreler (40x)
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Grafik 8. CAPE ile muamele sonrasi erken ve ge¢ apoptotik
hucre sayisinin zamana gére dagilimi.
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TARTISMA

Propolis; bal arilar tarafindan bitki materyallerinden
toplanan yapigskan 6zellige sahip bir karisimdir (25, 26).
Ayrica, propolisin enflamasyonda, kalp hastaliklarinda,
diabetes mellitus ve hatta kanserde terapatik ve koruyu-
cu etki mekanizmasina sahip oldugu distnilmektedir
(27). Gaz kromotografisi kitle spektrofotometrisine gore;
flavonoidleri ve sinamik asit tlrevlerini iceren yaklagik
150 polifenolik bilesik propolisin igeriginde bulunmaktadir
(28, 29, 30). Propolis ve onun bilesenlerinin antikanser,
antioksidan, antienflamatuar ve antibiyotik gibi cesitli
biyolojik aktivitelerini belirten ¢esitli raporlar bulunmakta-
dir (12, 27, 31, 32, 33, 34).

Propolisin en 6nemli 6zelliklerinden biri timér hicreleri
Uzerindeki sitotoksik etkisidir (31, 35, 36, 37). Son yillar-
da, propolis ve etken maddelerinin anti-timéral etkileri
Uzerinde yogun olarak cesitli ¢calismalar yapiimaktadir.
Propolis bilesimini olusturan maddelerin biyolojik aktivite-
lerinin deg@erlendirilmesi ve fonksiyonlarinin mekanizma-
larinin aciklanmasi ile yeni ila¢ adaylarinin gelistiriime-
sinde dnemli ipuglar saglanmistir. Propolisin igerigindeki
biyolojik olarak aktif bilesenlerin fitokimyasal ¢alismalari-
nin rotasinda, propolisin 6zellikle etanol ekstraktlarinin
fraksiyonunda, antikanser aktivite gézlenmistir (31).

Propolisin sitotoksik ve apoptotik etkileri ile ilgili olarak
literatlirde az sayida galisma bulunmaktadir. Banskota
ve arkadaslari, karaciger-metastatik mirin kolon 26-L5
karsinom hiicre serilerinde, metanollii (MeOH) Hollanda
propolisi ve etken maddelerinin antiproliferatif etkilerini
MTT ybéntemiyle incelemislerdir. Bu hucreler Gzerinde,
propolisin MeOH ekstraktinin, antiproliferatif etki sergile-
digi ve 1Cso dozunun 3.5 ug / ml oldugunu gdstermisler-
dir (31).

Aso ve arkadaslari yaptiklan calismada, insan histiositik
lenfoma U937 hlcre dizisi Uzerinde Brezilya propolisinin
etanollii ekstraktindan izole edilen CB propolisin (liyofilize
CB propolisi, 100 ul 18.5 mg propolise es deger) inhibitor
etkilerini aragtirmislardir. Bu propolisin doza (0.015, 0.05,
0.15 ve 0.5 pl / ml) ve zamana bagimli olarak hiicrelerin
blylmesini ve makromolekiler sentezini inhibe ettigini,
apoptozisi indikledigini bulmuslardir (35).

Calismamizda, Avustralya propolisinin (300 mg/ml),
1/1000, 1/5000, 1/10000 konsantrasyonlarinin 0 - 96
saat inklibasyon suresinde, CCRF-CEM hcre dizisinde-
ki hiicre canlihg, sitotoksisitesi ve apoptotik etkileri aras-
tinlmigtir. Hicre sayisi 2 x 10° olarak alinmistir. CCRF-
CEM hicre serisinin ikilenme zamani 48 saat olarak
tespit edilmistir. Tripan mavisi boyasi canlilik testi ile
propolisin, 1/1000, 1/5000, 1/10000 konsantrasyonlari 0-
96 saat inkiibasyonlarinda doza bagimli sitotoksisite
gbzlenmistir. Propolisin  1/1000, 1/5000 konsantrasyon-
lari oldukga sitotoksik olarak tespit edilmistir. Calisma-
mizda, XTT testi ile propolisin ICso degeri 1/10000

Cilt 45 Sayi 2, Mayis — Agustos , 2006

(0.03 pg/ ml) olarak saptanmistir. Banskota ve arkadas-
lar (31), ICso dozunu 3.5 pg / ml, Aso ve arkadaslari (35)
0.18 pl / ml ve Song ve arkadaslari (37) 9.14 ug / ml
olarak bulmuslardir. 1Cso dozlarindaki bu farklhihgin,
propolisin orijininin farkl bélgelerden olmasinin (Hollan-
da, Brezilya, Kore ve Avustralya) esas nedeni olusturdu-
du, bununla birlikte farkli hlcre dizilerinde propolisin,
farkl sitotoksisiteye neden olabilecedini dislinmekteyiz.

Calismamizda, sinamik asidin CCRF - CEM hiicre dizisi
Uzerindeki sitotoksik etkileri Tripan mavisi boyasi canli-
lik testi incelenmistir. Calistigimiz konsantrasyonlarda
sinamik asitin zamana bagimli anlamli bir korelasyon
ifade eden sitotoksisitesi saptanamamistir. Literatiirdeki
sinamik asit ile yapilan calismalarda, hicre dizilerinde
sitotoksik etki sergiledigi normal hiicrelerde ise sitotoksik
etki gostermedidi saptanmistir (9, 38, 39). Calismamiz-
da, CCRF-CEM hcre dizisinde sitotoksisite saptanma-
masinin  nedeni olarak, normal hicrelerdeki gibi
sitotoksisite etkisini azaltacak veya yok edecek enzim
veya sinyal ileti mekanizmalarinin aktif olabilecegdini
disinmekteyiz.

Propolisin antitiméral/antienflamatuar ézelliklerinin ince-
lenmesi igin yapilan in vitro ¢alismalar, propolis bilesen-
lerinden CAPE’ nin bu 6zelliklerin biylk bir kismindan
sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (11, 12, 18, 36,
40, 41). CAPE’ nin timéral veya viral olarak transforme
olmus hucreler Gzerinde sitotoksik oldugu rapor edilmis-
tir. Fakat, normal hiicreler Gzerinde herhangi bir etkisi
rapor edilmemistir (36, 40, 42).

Calismamizda, CAPE’ nin CCRF - CEM hicre serisi
Uzerinde sitotoksisitesinin degerlendirilmesi igin, tripan
mavisi boyasi canllik testi ve XTT yéntemi olmak Gzere
iki farkli yontem kullaniimistir. CAPE’ nin 1 nM ile 10 uM
araligindaki konsantrasyonlarda tripan mavisi boyasi
testi ile sitotoksisitesi degerlendiriimesinde, propolisin
ICs0 dozu bazal sitotoksisite olarak kullanilmistir. Yirmi
dort saat araliklarla 4 gin boyunca yapilan sayimlar
sonucunda, CAPE’ nin CCRF - CEM hcre dizisinde doz
ve zaman bagiml olarak sitotoksik etki gdsterdigi ve 1Cso
dozunun 1 pM oldugu bulunmustur.

CGalismamizda, CAPE’ nin CCRF-CEM hiicre dizisinde,
antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi igin, XTT meto-
du kullanilmistir. CAPE’ nin 1 nM ile 100 uM araliginda
degisik konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin degerlen-
dirilmesi sonucu, ICsp dozu tripan mavisi boyasi testi
sonuglari ile ayni (1 uM) olarak bulunmustur.

Lee ve arkadaglari CAPE ile C6 gliom hiicrelerinde yap-
tiklan ¢alismada, 1Cso degerinin 50 uM bulmuslardir (43).
Brudzynski K, Carlone R. MCF-7 ve MDA-MB-435 g6gts
kanseri hlicre dizisinde CAPE’ nin ICso degerini 5,95 uM
ve Rossi ve arkadaslar ise J774 makrofaj hiicre dizisin-
de 1,5 uyM olarak saptamiglardir (44, 45). CAPE’ nin
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normal hicrelerde bir etki gdstermemesini ve gesitli
hucre dizilerinde 1Csp oraninin farkli olmasini timéral
transformasyondan kaynaklandigini diisinmekteyiz.

CAPE’ nin ICso degeri ile yapilan apoptozis degerlen-
dirmesinde Eliza yonteminde maksimum olmak Uzere 48
saatte apoptotik hiicrelerin ylzdesinde % 35’lik bir artigl
ve Akridin-Oranj Etidyum Bromid boyama ydntemleri ise
ayni periyotta % 53 bir artis ile CCRF - CEM hiicre dizisi
Uzerine apoptotik etkisinin oldugu gésterilmistir.

Chen ve arkadaslari yaptiklari galismada, CAPE’ nin
insan lésemik HL - 60 hiicre dizisinde apoptozisi indik-
leme mekanizmasini arastirmiglardir. CAPE’ nin 20 pM
konsantrasyonunun HL - 60 hiicrelerinde 6 saattik maruz
kalmada apoptotik hiicrelerde % 25 ve 72 saatlik maruz
kalmada ise % 66’lik bir artis saptamiglardir Apoptozisin
indiklenmesinde kaspaz-3'lUn hizli aktivasyonunun, Bcl-
2 ekspresyonunun “down-regilasyonu” nun ve Bax
ekspresyonunun “up-regiilasyonu” nun neden oldugunu
gbzlemlemiglerdir (21).

KAYNAKLAR

Calismamizda, propolis ve CAPE’ nin CCRF - CEM
hiicre dizisinde sitotoksik ve apoptotik 6zellikleri oldugu
gbsterilmistir. CAPE’ nin bu 6zelliklerinin molekdler sevi-
yede agiklanabilmesi icin, CCRF - CEM hicre dizisinde
apoptozis indikleyici etkisinin altinda yatan mekanizma-
larin da arastinimasinin gerekliligine inanmaktayiz. Bu
amagla, CAPE ile muamele edilmis CCRF-CEM hiicre
dizisinde, belirli zaman dilimlerinde apoptoziste rolu
oldugu bilinen; p53, bcl-2 ve iligkili proteinlerin (Kaspaz 3
ve 8, STAT gibi) ekspresyonlarindaki degisimi ile ve
serin / treonin protein fosfataz aktivitesi ve bu fosfataz
grubunun dyelerinin (PP1, PP2A, PP2B gibi) ekspres-
yonlarina olan etkisi arastiriimahdir.

Sonug olarak, klinik uygulamalarda kullanilan az sayida
efektif antimetastatik kemoterapotik ajan bulundugunu
ve bunlarin ¢ogunun yasami tehdit edici advers etkileri
oldugu bilinmektedir. Propolis ve CAPE’ nin normal
hicreler Uzerinde dUsUk toksisiteye sahip, yeni
antimetastatik ajanlar olarak deger tasidiklarina inan-
maktayiz.
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