KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

BIYOKIMYA ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

TURK PROPOLISI EKSTRAKTLARININ PROSTAT KANSER
HUCRE SERILERININ PROTEOMIGINE ETKISIi

DOKTORA TEZI

Yasam BARLAK

TRABZON - 2009



KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
BiYOKIiMYA ANABILIM DALI

DOKTORA PROGRAMI

TURK PROPOLISIi EKSTRAKTLARININ PROSTAT KANSER

HUCRE SERILERININ PROTEOMIGINE ETKISIi

Yasam BARLAK

Tezin Enstititye Verilis Tarihi : 13.11 2009

Tezin Sozlii Savunma Tarihi :24.11.2009

Tez Danismam : Prof. Dr. Orhan DEGER

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Caner KARAHAN

Jiiri Uyesi : Do¢. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU
Jiiri Uyesi : Do¢. Dr. Hasan EFE

Jiiri Uyesi : Doc. Dr. Ahmet ALVER

Enstitii Miidiirii  : Prof. Dr. Orhan DEGER

KASIM 2009

TRABZON



ONSOZ

Doktora tezi olarak sundugum bu calismada, degerli katkilarindan dolay: bolum
baskan ve tez darmsman hocam Prof. Dr. Orhan DEGER’ e, Ankara Universitesi Hepatol oji
Enstitisi’ nden Prof. Dr. A. Mithat BOZDAY| ve Senem Ceren Karatayli'ya, PC-3 ve
MCF-7 kanser hicre serilerini bana ve calisma arkadsglarima temin eden G.A.T.A.
Hematoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali UGUR URAL’a, kimyasal
malzeme ve her turlu laboratuar arag gereclerini hizmetimize sunan K.T.U. Hematolgji
Anabilim Dali Ogretim Uyes Prof. Dr. Erciiment OVALI'ya, Dog. Dr. Mehmet
SONMEZ’e ve laboratuar deneyimlerini bizimle paylasan Minur INAN’a, Biyokimya
Anabilim Dalindaki kiymetli hocalarim Prof. Dr. E. Edip KEHA, Prof. Dr. Ekin ONDER,
Prof. Dr. Asm Orem, Prof. Dr. S. Caner KARAHAN, Dog¢. Dr. Yiksd
ALIYAZICIOGLU, Dog. Dr. Birgil KURAL ve Dog. Dr. Ahmet ALVER'e, Saglik
Bilimleri Engtitlisiine ve calisma arkadaslarima, ayrica bana her zaman ve her yerde biitiin

gucleriye destek olan annem, babam ve kardesime sonsuz tesekkrlerimi sunarim.

Yasam BARLAK

Bu calismaK.T.U. B.A.P. 2007.114.001.3 kod numaral1
proje ile desteklenmistir.




ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZz i
ICINDEKILER ii
TABLO LISTESI v
SEKIL LISTESI vii
KISALTMALAR LISTESI IX
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 5
2.1. Propolis 5
2.1.1. Propolisin Anilar Tarafindan Y apimi ve Kullanimi 5
2.1.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri 6
2.1.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri 6
2.1.4. Propolisin Kimyasal Kompozisyonundaki Farkliliklar 7
2.1.5. Propolisin Igeriginde Bulunan Flavonoidler 8
2.1.6. Propolisin Farmakolojik Ozellikleri 9
2.1.7. Propolisin Hastaliklarin Tedavisinde Kullanmu 11
2.2. Proteomik Y aklasimlar 12
2.2.1. Proteom 12
2.2.2. Proteomiks ve Klinik proteomik 12
2.2.3. Proteomik Analizler icin Kullamilan Y 6ntemler 14
2.2.3.1. iki Boyutlu Elektroforez 14
2.2.3.2. ki Boyutlu Elektroforezin Dezavantajlar 15
2.2.3.3. Proteomik Calismalarinda Kullanilan Metodlarnn Karsilastinlmas: 17
2.2.4. SELDI-TOFMS 19
2.2.4.1. SELDI-TOF-MS'in Prensibi 20
2.2.4.2. SELDI-TOF-MS'in Avantglan 24

N
(63}

2.3. Kanser



2.3.1. Kanser Tedavisi
2.3.2. Antioksidanlar ve Kanser Tedavis
2.4. Prostat Kanseri
3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullamlan Cihaz ve Malzemeler
3.1.1. Cihaz ve Malzemeler
3.1.2. Kimyasal Malzemeler
3.2. Metodlar
3.2.1. Propolis Orneklerinin Temini
3.2.1.1. Propolisin DM SO ve Sulu Ekstraktinin Hazirlanmasi
3.2.1.2. Ektraktlarda Total Polifenol Miktarinin Belirlenmesi
3.2.1.3. Ektraktlarda Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi
3.2.1.4. Demir Idirgeyici Antioksidan Potansiyel Tayini (Ferric
Reducing Antioxidant Potential FRAP)
3.2.1.5. Total Antioksidan Kapasite (TAK)
3.2.2. Hucre Kulturu
3.2.2.1. PC-3 Hucre Serilerinin Cogaltiimasi
3.2.2.2. Hicre Kilturinde Kullanilacak Ekstraktlarin Hazirlanmasi
3.2.2.3. PC-3 Hucre Serileri icin Hucre Canliliginin Belirlenmes
3.2.2.4. Hucrelerin Ekstraktlarla Muamele Edilmesi
3.2.2.5. Ekstraktlar ile Muamele Edilen PC-3 Hiicrelerinin Pargalanmasi
3.2.3. SELDI-TOFMS Cihazinin Kalibrasyonu
3.2.4. Hucre Lizatlarimn SELDI Cip Dizinlerine Y iklenmek Uzere
Hazirlanmasi
3.2.4.1. Hucre Lizatlarinin SELDI Cip Dizinlerine Y tklenmesi
3.2.5. SELDI-TOFMSile Veri Olusturulmast
3.2.6. istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Ekstraktlarda Polifenol, Flavonoid, Demir indirgeyici Antioksidan Potansiyel
ve Total Antioksidan Kapasite Tayini Sonuclari
4.2. Ekstraktlarla Muamele Edilen PC-3 Huicrelerinin Canlilik Testi Sonuclar
4.3. Ekstraktlarla Muamele Edilen PC-3 hiicrelerinin SELDI-TOF-M S Andlizi
Sonuclari

i
26
26
27
30
30
30
30
31
31
31
32
33

35
37
38
39
39
39
41
41
43

45
48
49
51

51
53



4.3.1. CM10 ProteinCip Dizinine Dusuk Enerji Seviyesinde Uygulanan
Orneklerin Sonuglarn
4.3.2. CM10 ProteinCip Dizinine Y tksek Enerji Seviyesinde Uygulanan
Orneklerin Sonuclar
4.3.3. Q10 ProteinCip Dizinine DUstik Enerji Seviyesinde Uygulanan
Orneklerin Sonuglarn
4.3.4. Q10 ProteinCip Dizinine Y Uksek Enerji Seviyesinde Uygulanan
Orneklerin Sonuglarn
5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar
6.2. Oneriler
7. OZET
8. SUMMARY
9. KAYNAKLAR
OZGECMIS

55

57

58

61
66
80
80
83

85
86



TABLOLAR DIiZIiNi
Sayfa No
Tablo 1. Propolisde bulunan baslica bilesenler 7
Tablo 2. Propolisinigeriginin iklim, cografik yerlesim ve bitki Ortlisiine gore degisimi 8
Tablo 3. Propolisigeriginde bulunan flavonoid turleri 9
Tablo 4. Propolisin yapisnda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri 10
Tablo 5. Proteomiks calismalarinda kullarmlan metodlarin prensipleri, avantgjlari ve
dezavantglan 17
Tablo 6. ProteinCip dizin tirleri ve 6zellikleri 21
Tablo 7. SELDI-temeline dayanan Protein Cip Biyomarkir Sisteminin Ozellikleri 24

Tablo 8. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda total polifenol tayininin yapilisi 32
Tablo 9. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda flavonoid miktarinin belirlenmesi 34
Tablo 10. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda demir indirgeyici antioksidan
potansiyelin 6l ¢lilmesi 36
Tablo 11. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda total antioksidan kapasitenin
olculmesi 38
Tablo 12. Hicre kaltirinde ve MTT testinde kullanilan ekstrakt konsantrasyonlari 39
Tablo 13. PC-3 hiicrelerinin propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlar: ile muamele
edilmesi 41
Tablo 14. ProteinChip All-in-One-Protein Standart 11" nin igeri g 43
Tablo 15. % 0,008 DM SO ¢ozeltisi, 20 pg propolissml DM SO ekstrakt: ile muamele
edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3 hticrelerinin karsilastirilmasinin
istatistiksel analiz sonuclart (CM 10, disuk lazer enerjisi protokol () 56
Tablo 16. 20 ug propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol
PC-3 hicrelerinin karsilastirilmasinin istatistiksel analiz sonucu (CM 10,
dustik lazer enerjisi protokol) 56
Tablo 17. % 0,008 DM SO ¢ozdltisi, 20 pg propolissml DM SO ekstrakt: ile muamele
edilen PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3 hticrelerinin karsilastirilmasinin
istatistiksel analiz sonucu (CM 10, yuksek lazer enerji protokol ) 58



Vi

Tablo18. 20 ug propolis/ml su ekstrakt: ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol

PC-3 hiicrelerinin karsilastirilmasinmn istatistiksel analiz sonucu (Q10, diisik

lazer enerji protokol (i) 59
Tablo 19. % 0,008 DM SO ¢ozeltisi, 20 pg propolissml DM SO ekstrakt: ile muamele

edilen PC-3 hticreleri ile kontrol PC-3 hiicrelerinin karsilagtiriimasinin

istatistiksel analiz sonucu (Q10, yuksek lazer enerji protokol () 63
Tablo 20. 20 pg propolis/su ekstrakt: ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol

PC-3 hicrelerinin karsilastirilmasinin istatistiksel analiz sonucu (Q10, yiksek

lazer enerjisi protokol i) 63
Tablo 21. Kontrol PC-3 hiicrelerinin ve % 0,008 DM SO ve 20 pg/ml

DM SO-propolis ekstrakti ile muamel e edilen PC-3 hiicrelerinin ekspresyon

degisimi sonuclari 64
Tablo 22. Kontrol PC-3 hiicrelerinin ve % 0,008 DM SO ve 20 ug/ml

DM SO-propolis ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin ekspresyon

degisimi sonuclari 65



Vii

SEKILLER DiZiNi
Sayfa No
Sekil 1. Propolis 6
Sekil 2. Propoliste bulunan en 6nemli falvonoidlerin ve kafeik asit fenil esterinin
(CAPE) kimyasal yapilar 9
Sekil 3. ki boyutlu elektroforezin sematik gosterimi 15
Sekil 4. Bireysel ve Kurumsal SELDI-TOF-MS 19
Sekil 5. Protein Cip Dizin Biyoislemci ve Protein Cip dizini 20
Sekil 6. Protein Cip Dizinlerinin farkl1 tipleri 20
Sekil 7. Protein Cip spotlarina 6rnek uygulanmasi ve protein ¢ip okuyucusunda analiz
icin hazir hale getirilmesi 22
Sekil 8. Protein Cip Sistemi kullanilarak SELDI-TOF-MS ile ekspresyon farklilig:
haritalandirmasi 23
Sekil 9. Total polifenaol tayini icin gallik asit standart grafi gi 33
Sekil 10. Flavonoid tayini icin kuersetin standart grafi gi 34
Sekil 11. Demir indirgeyici antioksidan potansiyel (frap) tayini icin troloks standart
gafigi 36
Sekil 12. Total antioksidan kapasite icin troloks standart grafigi 38
Sekil 13. Duguk molekiler agirlikli protein standartlar: 44
Sekil 14. Y Uksek molekller agirlikli protein standartlar 44
Sekil 15. Propolisin DM SO’ [u ve sulu ekstraktlarinda polifenol miktar
(Ortalama = 1SD mg GA /g propolis) 52
Sekil 16. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda flavonoid miktar:
(Ortalama £ 1SD mg K /g propolis) 52
Sekil 17. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda demir indirgeyici antioksidan
potansiyel (FRAP) sonuglari (Ortalama+ 1SD mg Tro / propolis) 53

Sekil 18. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda total antioksidan kapasite
(TAS) sonuglar: (Ortalama = 1SD mmol Tro/ 100 g propolis) 53



viii

Sekil 19. Propolisin DMSO’lu ve sulu ekstraktlar: ile muamele edilen PC-3

hiicrelerinin % canhiliklar 54
Sekil 20. CM 10 dizinine duistk lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik

gektrumlari 55
Sekil 21. CM 10 dizinine yuksek lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik

pektrumlari 57
Sekil 22. Q10 dizinine dustik lazer enerjisinde uygulanan orneklerin pik spektrumlari 59
Sekil 23. Dusuk lazer enerjisinde Q10 cip dizinine yiklenen érneklerde, 20 pg

propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin kontrol

PC-3 hiicrelerinin gend pik spektrumu 60
Sekil 24. Q10 protein Cip dizininde dustik enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakti

ile muamel e edilen 6rneklerde m/z degeri 11.603 Daolan pikin

ekspresyonundaki degisimin barli grafigi 60
Sekil 25. Q10 protein Cip dizininde dustik enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakti

ile muamele edilen drneklerde m/z degeri 11.603 Da olan pik igin pik

spektrumu 61
Sekil 26. Q10 protein Cip dizininde dustik enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakti

ile muamel e edilen 6rneklerde m/z degeri 11.603 Daolan pik icin jel

gorintusi 61

Sekil 27. Q10 dizinine yiksek lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik spektrumlart 62



ACN

Akt (PKB)
AP-1
A549
B16-BL6
BCG-823
BEL-7402
BG-9
8-Br-cAMP
Caco-2
CAKE-1
CAPE
CDK
CHAPS
CHCA
CHO-K1
Da

DIGE

DJ1 protein
DMEM/F12
DMSO
DPPH
DU-145
2D-PAGE
EAM

EC50

EDM

EDTA

KISALTMALAR LIiSTESI

: Asetonitril

: Protein kinaz B

. Aktivator protein 1

: Insan akciger adenokarsinoma hiicre serisi

: Metastatik murin melanoma kanser hiicre serisi

: Insan gastrik kanser hiicre serisi

: Insan hepatoma hiicre serisi

: Insan normal fibroblast hiicre serisinin

: 8-bromo-siklik-adenozin monofosfat

: Kolon adenokarsinoma hiicre serisi

: Renal karsinoma hticre serisi

. Kafeik asit fenil esteri

: Cyclin bagiml1 kinaz (cyclin dependent kinase)

> 3-((3-Cholamidopropy!)dimethylammonio)-1-propanesul fonate
. a-Slyano-4-hidroksisinnamikasit

: Gin hamster over hicre serisi

: Dalton

. Differential in Gel Electrophoresis

: Parkinson hastaligi proteini 7

: Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12.
: Dimetil stilfoksit

- Difenil pikril hidrazil

: Androjen-sensitiv prostat kanser hticre serisi

- 1ki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi

: Enerji absorbe edici molekl

: 50% etkili konsantrasyon

: Ekspresyon Farkhiligi Haritalandirilmas (Expression Difference M apping)
. Etilendiamintetra asetikasit



ERP 60 : Onceden fosfatidilinositol-spesifik fosfolipaz C olarak adlandirlan
ERp61 olarak dabilinen bir polipeptid

ES : Endometrial stromal hiicrelerinde

ESI . Elektrosprey iyonizasyon

FBS : Fetal Bovine Serum

GA : Gallik asit

GM-CSF : Granulosit-makrofa) koloni-stimule edici faktor

GRP 75 : Glukoz-ile duizenlenen protein (Mortalin)

GRP 58 : ERp57 veya ERp60 olarak da bilinen glukoz regiile edici protein

HCT-8 : Insan kolorektal adenokarsinoma hiicre seris

Hela : Insan epitelyal karsinoma hiicre serisi

HEPES . 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etanstlfonik asit

HL-60 : Insan promyel ositik |6semi hiicreleri

HNTG : Hepes, sodyum klorir, triton ve gliserol igeren liziz tamponu

HOB8910 : Over kanseri hiicre serisi

HSP 70 . IS sok proteini 70

HT-1080 : Insan fibrokarsinoma hticre serisi

ICAT : Izotop kodlu affinite isaretliyicileri (isotope-coded affinity tags)

IC 50 : 50% inhibe edici konsantrasyon

|GF-I - Insiilin-benzeri blyime faktor

ITRAQ - Rolativ ve kesin kantitasyon icin izotop isaretleyicileri (isotope tags for
relative and absol ute quantification)

K : Kuersetin

KB - Insan a1z epidermoid karsinoma hiicre serisi

KML-562 : Kronik myelositer |6semi

KS . Kltle spektrometrisi

LC50 : 50% oldurict konsantrasyon

LNCap : Metastatik prostat kanseri hticre serisi

26-L5 : Murin kolon kanseri hticre serisi

MALDI : Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon

MAPK : Mitojen ile aktiflesen protein kinaz

MCF-7 : Meme karsinoma hticre serisi

MMP-2,-9 : Matriks metalloproteinaz 2 ve 9



MTT
NF-«xB
NK3
NKX 3.1

NTA
-3
PBP74
PBS

PEBP-1
PEE
PKP
PMA
PMN
PPAR-y
PSA
PTM
Raf

Ras

: 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazol yum bromur

: NUklear faktor kapa B

: Neuromedin K

: NK3 homebox1 insan geni (NK3 traskripsiyon faktort ileiliskili gen
bolgesi)

- Nitrilotriasetikasit

: Omega3

: Peptid baglayic protein (1s sok proteini)

. Fosfat tuz tamponu (phosphate buffered saline)

: Prostat kanseri hiicre serileri

. Fosfatidil etanol amin baglayici protein 1

: Propolisin etanolik ekstrakti

: Peptid kitle parmak izi

: Forbol 12-miristat-13-asetat (phorbol 12-myristate-13-acetate)

: Polimorfo niklear

: Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptdr gamma

. Prostat Spesifik Antijen

: Post translasyonel modifikasyon

: Sitoplazmik serin/treonin protein kinaz

: GTPaz ailes bir protein

RC58T/h/SA#4: insan prostatik kanser hiicrelerinden tiretilen malign timor hiicrel eri

RKIP
ROC

ROT
RPTS

SD

SDS
SELDI MS

SK
SK-Hepl
SOD
SPA

. Raf kinaz inhibitor protein

: Alici Calisma Karakteristikleri (Receiver Operation Characteristics)
. Reaktif oksijen tirleri

: Rhizoma Paridis total saponin

. Standart sapma (standart deviation)

: Sodyum dodesil stilfat

: Yuzey ile gelistirilmis lazer desorpsiyon iyonizasyon kutle spektrometrisi

(surface enhanced laser desorption ionization )
. Sivi kromatografis
: Insan hepatosellliler karsinoma hiicre serisi
: SUperoksit dismutaz

: Sinapinikasit

Xi



TFA

TOF

Tro

U937
UZ-KS
VGSC Na,

- Trifloroasetikasit

: Ucus zamani (Time of flight )

: Troloks

: Histiolitik lenfoma hiicre serisi

- Ucgus zaman kditle spektrometris

: Volta) kapili sodyum kanali

Xii



1. GIRIS VE AMAC

Propolis, ya da diger adiyla ‘bee glue’ bitkilerin tomurcuk ve terlerinden bal arilar
(Apis mellifera) tarafindan toplanan ve ar1 enzimlerinin varliginda dénUstirdlen reginemsi
maddenin jenerik ismidir (1-4). Etimolojik olarak, propolis, pro- (savunmada ve savunma
icin) ve -polis (sehir ya da topluluk) kelimelerinden tretilmistir ve ‘sehrin (veya kovanin)
savunulmas ndaki madde’ anlamina gelmektedir (1-3).

Propolisin kompozisyonu, propolisin toplancigi bolgedeki yerel bitki ortlisinde
anlar tarafindan kullamlan bitki tdrleri, toplanan bitki bilegenleri, toplama mevsimi, iklim,
anlarin beslenme tipi ve kralice aridaki genetik cesitlilik gibi faktorlere bagli olarak
cesitlilik gosterir (2, 5-9). Propoliste en fazla bulunan bilesenler, fenolik bilesikler ve
esterleri, flavonoidlerin her formu (flavonoller, flavonlar, flavononlar, dihidroflavonoller
ve kakonlar (chalcones), terpenler, beta-steroidler, aromatik adehitler ve akoller,
seskuiterpenler, stilben terpenler ve kafelk asit fenil esteri (CAPE) dir (7).

Propolisin anti-bakterial (6, 10), anti-viral (10-11), anti-funga (9-10), anti-
karyojenik (8), anti-Ulser (12), immunomodulator (13), anti-inflammatuar (14), anti-
oksidan (15), hepatoprotektif (16), anestezik (1), anti-tumdr (17-18), anti-kanser (19-20),
radyoprotektif (21), noroprotektif (22), anti-proliferatif (23-24) ve timor induklu
anjiogeneze karsi koruyucu (25) gibi cesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan
arastirmalarla gosterilmistir. Propolisin farmakolojik 6zellikleri, cogunlukla flavonoidierin
varligina atfedilmektedir (26). Propolisin genel biyolgjik 6zellikleri, kendi bilesenlerinin
dogal karisimindan kaynaklanmaktadir (2).

Daha 0nce yaptigimiz ¢alismalarda, polenin sulu ve PBS'li ve propolisin DMSO' lu
ekstraktlarimin HL-60 miyeloid hiicre serilerinde kaspaz-3 aktivitesini farkli oranlarda
artirarak kanser hiicrelerini apopitoza strikledi gini flowsitometrik analizler sonucu ortaya
koyduk (27, 28). Aliyazicioglu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, polen ve
propolisin DMSO'lu ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak solunumsal patlamay1
inhibe ettigini flowsitometrik analizlerle ortaya koyduk (29). Barlak’in yaptig1 calismada,



2
solunumsal patlama sonrasi propolisin DMSO'lu  ekstraktlarnnmin PMN [6kositlerinden
PMN elastaz saimmina etkisini inceledik. Solunumsal patlamanin uyanldigit PMA’1
Orneklerde propolis konsantrasyonu arttikca hem PMN eastaz salinmminin hem de
solunumsal patlamanin azaldigim, PMA’siz drneklerde ise PMN elastaz salimnunin
propolis ekstrakti ilave edilmeyenlere gore bir miktar azaldigini ancak solunumsal
patlamada bir farlilik olmadigint tespit ederek propolisin anti-inflamatuar aktiviteye sahip
olabilecegini teyid ettik (30).

Propolisin kullanimi, MO 300 gibi cok eski zamanlara kadar dayanmaktadir ve
dinyanin bir¢ok bolgesinde hem internal hem de eksternal olarak yoresel halk ilaci olarak
kullanilmistir (2). Son zamanlarda, propolis sagligi gelistirmek ve hastaliklart 6nlemek igin
yiyecek ve icecekler icinde kullanilmaktadir (4).

Proteom terimi, yaklasik olarak onbes yil 6nce ‘bir genom veya doku tarafindan
eksprese edilen bitin proteinler’i agiklamak icin ilk kez Marc Wilkins tarafindan tanitild:
(31). Proteom, hicrelerin, bir dokunun veya organizmanin genomunun sonucu olan bittin
proteinleri igine alir (32).

Kanser, bircok genetik ve cevresel faktorin etkilesimi sonucu olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir (33). Kanser, teshis ve tedavideki gelismelere ragmen, hala
baslica halk sagligi sorunudur (34). Genom bilgisi, kanserin genetik temelinin i¢ yizinin
kavranmasni biydk olclde artirmistir. Fakat gen analizleri, tek basina yeterli degildir.
Hem mRNA’min hem de proteinlerin aternatif splicingi, proteinlerin posttransasyonel
modifikasyonlarnn ~ (fosforilasyon,  glikozilasyon,  ubikuitinasyon) ve  genetik
polimorfizmlerin sonucu olarak meydana gelen konformasyona degisikliklerden dolay1
benzer fizikokimyasal 6zellik beraberinde birden ¢ok iliskili yapi meydana gelir (31-32).
Kisacas bir gen hatir1 sayilir buyuklUkte bir protein populasyonu kodlayabilir (32, 34).
Farkli mRNA ekspresyonu calisiimas: aydinlatict olmasina ragmen, bunlar protein
konsantrasyonlar ile orantili degildir. Proteinler, cogunlukla, proteolitik yitkima ugrarlar
(34).

Proteom, genom gibi statik bir parametre degildir. Proteom, htcrenin intrinsik
genetik program ve kendi yakin cevrelerindeki etkilerin her ikisini de yansitan proteinlerin
dinamik bir kolleksiyonudur. Genom ile karsilastirildiginda, proteom biyolojik durumun
daha gercekci bir gorinimini saglar. Bundan dolayi, proteomun hastalik varligi, gelisimi

ve tedaviye cevab 6lgmekte gen analizlerinden daha kullamisli olmas beklenmektedir.
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Sonug olarak, proteomik, genom dizisi ve hiicresel davrans arasindaki baglantiy: kurabilir
(32).

Proteomiks, tanimlanmisg sistem (hicre veya organizma) icindeki proteinlerin
Kimligini, miktarini ve fonksiyonunu dikkate alarak proteinlerin sistematik analizi olarak
aciklanabilir (31, 35). Klinik proteomik, proteomik tekniklerinin veya stratgjilerinin tip
alanina uygulanmasidir (35). Klinik proteomik, mevcut teknolojiyi kullanarak, farklilasan
fizyolojik ve hastalik durumlari arasindaki proteom profillerini karsilastirarak teshis,
prognoz ve tedavi etkinligi icin biyomarkir gibi tedavi ve tedavi uygulamalarinda yeni
hedeflerin belirlenmesi icin umut verici kanitlar saglayan hizla btytyen bir alandir (31).

Sagliklt bir hiicrenin neoplastik bir hiicreye (tumor veya kanser gibi kontrolsiiz bir
sekilde cogalan hiicrelerdir) donisimi sirasinda, protein seviyesinde, belirgin degisiklikler
meydana gelir. Bunlar, degismis ekspresyon, farkli protein modifikasyonu, spesifik
aktivitedeki degisiklik, anormal lokalizasyondur ve hepsi hiicresel fonksiyonu etkiler.
Kanser proteomiksinin temeli, bu degisiklikleri tammlamak ve anlamaktir (34).

Y Uzey ile gelistirilmis lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle spektrometrisi [surface
enhanced laser desorption ionization (SELDI) MS], kromatografik kolonu taklit eden ve
lazer desorpsiyonuna dayanan bir metoddur. Bu teknik, kanser proteomiksinde yaygin
olarak kullaniImaktadir (31).

Bu teknik ilk kez erken donemdeki over kanserinde kullanmilmistir ve bazi ayirt edici
proteinler belirlenmistir (36). Bu ilk kullanimdan beri kanser (37-40) ve diger hastal iklarda
SELDI-TOF uygulamalan birgok raporda agiklanmistir. SELDI-TOF, bir dokudan veya bir
hiicre serisinden hiicrelizatlarimn andlizi (41-43) icin kullanshdir (32).

Progtat kanseri, son on yilda, bat1 Ulkelerinde erkeklerde en sik teshis edilen kanserdir.
Prostat kanseri, bircok genetik ve cevresel faktorle ortaya cikan bir kanser olarak
gozikmektedir. Genetik faktorlerin etkisi %10’ dan daha azdir (44). Son ¢alismalar, bi rcok
diyetsel kanser kemopreventiv gjanlarin prostat kanserinin insidansn disrmek icin tmit
verici stratgjiler sagladigim gostermistir (45). Selenyum, E ve D vitaminleri, likopen,
izoflavonoidler ve dusik yagl1 diyet tuketiminin prostat kanseri riskini dustrdugiine dair
deliller vardir (46).

Bu calismada, Trabzon bdlgesinden toplanan propolisin dimetil silfoksit (DM SO)
ve sulu ekstraktlanmn prostat kanseri hiicre serileri (PC-3) Uzerine sitotoksik aktivitesi
Olculecektir. Propolisin genel biyolojik 6zellikleri, kendi bilesenlerinin dogal karisiminin

bir sonucu oldugu icin, calismada propolisin total ekstrakti kullamlacaktir. Turk
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propolisinin sulu ve DMSO’lu ekstraktlarimin sitotoksik etkisinin  PC-3 hicrelerinin
proteomunda nasil bir degisiklik yaparak meydana geldigi, total ekstraktlarla muamele
edilen PC-3 hucrelerinin protein ekspresyon farkliligi haritalandirmast SELDI-TORMS ile
analiz edilerek incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolis

Propolis, ya da diger adiyla ‘bee glue’bitkilerin tomurcuk ve terlerinden bal arilar
(Apis mellifera) tarafindan toplanan ve ar1 enzimlerinin varliginda dondstirilen recinemsi
maddenin jenerik ismidir (1-4).

Propolis etimolgjik olarak, pro- (savunmada ve savunmaicin) ve -polis (sehir ya da
topluluk) kelimelerinden taretilmistir ve ‘sehrin (veya kovamn) savunulmasindaki
madde’anlamina gelmektedir (1-3).

2.1.1. Propolisin Anlar Tarafindan Yapim ve Kullanim

Ba arlart (dApis mellifera L.), propolis yapmak igin, ¢esitli agaclarin
kabuklanndaki catlaklardan, yapraklarindan ve tomurcuklanndan, aktif olarak bitkiler
tarafindan salgilanan veya bitkilerdeki yariklardan sizan materyaleri (yapraklardaki
lipofilik materyaller, zamk, sakiz, recine, vs.) toplayarak, kullanirlar (1,3). Arilarin recineyi
toplacigi agac turleri, hus agaci, kavak, cam, kizilagag, soglt, palmiye ve hurma
agaclandir (1). Bu regine, toplandigi zaman, arimin tokrik bezi enzimleri eklenerek
cignenir ve kismen sindirilen materyal balmumu ile karistirilarak kovan iginde kullanilir
(1,3).

Arilar, propolisi kovanlarindaki oyuklart kapatmak, kovanin i¢ duvarlarint stvamak,
bircok yapiy1 tamir etmek, girisi davetsiz misafirlere karst korumak ve kovan igindeki
O6lmUs olan istilacilann cesetlerini mumyalamak icin kullarirlar (1-3, 5). Propolis, kovanin
icinin sicak tutulmasina yardimci olur ve mikrobial kontaminasyonakars: en iyi savunmayi
sunar (6), antiseptik yararlan ile de koloniyi hastaliklardan korur (2).



2.1.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis, recinemsi, yapiskan bir zamktir (sakizdir). Rengi kaynagina ve yasina
bagli olarak sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisiklik gosterir (4). Propolis, hos bir
aromatik kokuya sahiptir ve insan derisinin yaglan ve proteinleri ile guclt bir sekilde
etkilesir (2-3, 23) Propolis, 60 — 69 °C arasinda erime noktasina sahiptir (47).
Sogutuldugunda sert ve kirilgandir fakat isitildiginda yumusak ve yapiskan hale gelir (3,
47). Sekil 1'de propolis gosterilmistir.

Sekil 1. Propolis (48)

2.1.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri

Ham propolis (islenmemis propolis), gend olarak, 30% balmumu, 50% regine ve
sebze balsami, 10% esansiyel ve aromatik yaglar, 5% polen ve %5 diger organik
maddelerden olusur (2, 3, 49). Propolisin igeriginde bulunan polen, magnezyum, nikel,
kalsiyum, demir, cinko, potasyum, sodyum ve bakir gibi esansiyel elementlerin,
cogunlukla glutamat, prolin, aspartat, 10sin ve lizin olmak (zere serbest aminoasitlerin ve
vitaminlerin zengin bir kaynagidir (1, 50-52). Propolis, ¢esitli tirde enzimler, vitaminler,
mineraller, seker, eser elementler, serbest ve konjuge aminoasitler de icermektedir (53, 21,
54).

Propolis ekstrakti, dogal maddelerin son derece komplike bir karigimidir (26).

Kimyasal andizler, propolisin kompozisyonunda en az 300 bilesenin varligina dikkat
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cekmektedir. Bu organik bilesenlerin arasinda, fenolik bilesikler ve esterleri, flavonoidlerin
her formu [(flavonoller, flavonlar, flavononlar, dihidroflavonoller ve kakonlar
(chalcones)], terpenler, beta-steroidler, aromatik asitler, aromatik adehitler ve akoller,
seskuiterpenler, stilben terpenler ve kafelk asit fenil esteri (CAPE) bulunmaktadir (7, 55).
Tablo 1’ de propoliste bulunan baslica bilesenler 6zetlenmistir.

Tablo 1. Propolisde bulunan bagslica bilesenler (2, 47, 50-52, 56)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Flavonoidler
Recs Terpenler 45.55
ine . -
ec Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Arilardan veya bitkilerden mum

25-35
Bitkilerden ¢oklu doymanus yag asitleri

Mum ve yag asitleri

Esansiyel yaglar Ucucu bilegenler 10
Proteinler
Eser elementler

Polen 5
Serbest aminoasitler
Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)
Eser elementler ( Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg, Co, vs)
Ketonlar

) Laktonlar

Diger Maddeler . S
Kuinonlar
Steroidler

Sekerler

Propolisin icerigindeki bilesiklerin cogu, lipofilik bilesiklerdir. Lipofilik bilesikleri
etanol kullanarak ekstrakte etmek kolay oldugu icin, propolisin etanolik ekstrakti (PEE),
iyi bilinmektedir (22). Farkli ¢ozuctler, farkh bilesenleri ¢cozip ekstrakte edecegi icin,
propolis ekstraksiyon metodlar, onun aktivitesini etkileyebilir. Biyolojik 6lcimlerde en
¢ok kullamlan ekstraktlar, farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol ve sudur (2).

2.1.4. Propolisin Kimyasal Kompozisyonundaki Farkhiliklar
Propolisin kompozisyonu, propolisin toplandigi bdlgedeki yerel bitki OrtUsiinde

anlar tarafindan kullamlan bitki tarleri, toplanan bitki bilesenleri, toplama mevsimi, iklim,
anlarin beslenme tipi ve kralice aridaki genetik cesitlilik gibi faktorlere bagli olarak
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cesitlilik gosterir (2, 5-9). Propolisin kaynagina bagli olarak kimyasal kompozisyonundaki
genis c¢esitlilikten dolayi, kimyasal standardizasyon oldukca guictir (9). Arilarin spesifik bir
cografi bolge iginde propolisin kimyasal kompozisyonunu degistirmedigi ¢lnki esasen
ayn bitkisel kaynaklar: ziyaret ettigi rapor edilmistir (2). Tablo 2 de, propolis 6rneklerinin
icerigindeki farkliliklar, iklim, cografik bolge ve bitki ortuisiine gore dzetlenmistir (2, 6, 16,
57).

Tablo 2. Propolisinigeriginin iklim, cografik yerlesim ve bitki 6rtustine gore degisimi

ITl;l;I: Cografik Bolge Yaygm Bitki Tiirii Propolis Icerigi
Cesitli  Kavak agact torleri
Popul, n bitki . o
" Avrupa, EUr(L)J%L'Ll]ruS P yaygr Fenolik  bilesikler  agisindan
Bl('roag Kuzey Amerika, Yeni ' i _ zengindir: Flavonoidler, aromatik
% Zelanda Bai Asya  <avak  tomurcugu,  fenolik agiyier ve esterlerini igerir.
bilesiklerin zengin bir
kaynagidir.
di- ve triterpenler  agisindan
_ ~ zengindir., p-kumarikasit,
_ Kavak agaci yokwur Clusia prenillenmis  p-kumarik  asit,
Tropikal AVUSt_Ufalyaa GUN€Y minor, Clusia. Major, Araucaria dihidrosinnamik asit iGerir.
- Amerika, Venezuella, heterophylla, Baccharis . s . .
Bdlge . P .. . Flavonoidler, bitki aleminde genis
Brezilya dracunculifolia ve farkli tirleri

bir sekilde yayilldig: icin flavonoid
deicerir. Fakat az miktardadir.

Artepilin C (Brezilya propolisinde)

yaygin bitki torleridir.

Bu nedenle, propolis ile yapilacak olan biyolojik calismalar, o propolisin bitkisel
kaynaklarinin ve kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi ile gerceklestiriimelidir (2).

2.1.5. Propolisin Iceriginde Bulunan Flavonoidler

Propolis orneklerinden izole edilen bilesiklerin en buytk grubu, bitki aleminde
oldukca yaygin olan flavonoid pigmentleridir (3, 15). Bu bilesikler, sekonder bitki
metabolitleri oldugu icin, insanlar tarafindan sentezlenemezler ve insan diyetinin 6nemli
bir bolimuni olusturmaktadirlar (15). Tablo3'de propolisin igeriginde bulunan flavonoid
tarleri verilmistir.



Tablo 3. Propolisiceriginde bulunan flavonoid turleri (7)

Flavonoid Tiirii Bilesik
Flavonoller Kuersetin, kaempferol, galangin, fisetin
Flavononlar Pinosembrin, naringin, hesperidin
Flavonlar Apigenin, acacetin, krisin, luteolin

Sekil 2’ de propolisin iceriginde bulunan flavonoidlerin ve kafeik asit fenil esterinin
(CAPE) kimyasal yapilar1 gosterilmistir (7).

Fisetin

1] = |
ey ||"\0/\'/j%
HOD
H Caffeir acid phe nethyl ester

Sekil 2. Propoliste bulunan en 6nemli falvonoidlerin ve kafeik asit fenil esterinin
(CAPE) kimyasal yapilar1 (7) .

2.1.6. Propolisin Farmakolojik Ozellikleri

Propolisin anti-bakterial (6, 10), anti-viral (10-11), anti-funga (9-10), anti-

karyojenik (8), anti-Ulser (12), immunomodilator (13), anti-inflammatuar (14), anti-
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oksidan (15), hepatoprotektif (16), anestezik (1), anti-tumdr (17-18), anti-kanser (19-20),
radyoprotektif (21), noroprotektif (22), anti-proliferatif (23-24) ve timor induklu
anjiogeneze kars1 koruyucu (25) gibi cesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan
arastirmalarla gosterilmistir.

Propolisin  farmakolojik  6zellikleri, cogunlukla flavonoidlerin  varligina
atfedilmektedir. Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antihepatotoksik, antikanser, antiviral ve
antibakterial aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir. Yaygin bir gortse gore,
flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri, serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 koruyucu
yetenege sahip olmalariileiliskilidir (26).

Flavonoidlerin hayvan sistemlerindeki biyokimyasal etkileri dort kategoriye
boltinmistdr. Bunlar, biyolojik polimerlere baglanma affinitesi, agir metal iyonlarim
baglama, elektron transportunun katalizi ve serbest radikalleri yakalama yetenegidir (3).
Tablo 4 de propolisin ygoisinda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri 6zetlenmistir (1,
47,7, 16).

Tablo 4. Propolisin yapianda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri

Bilesik Biyolojik Aktiviteler
Galangin Anti-inflammatuar, anti-oksidan, anti-viral, anti -bakterial, hepatoprotektif
Kafeikasit fenil esteri (CAPE)  Anti-inflamatuar, anti-bakterial, anti-tumor, hepatoprotektif, anti- kanser
Kafeikasit Anti-bakterial, anti-fungal, anti-viral, anti-inflammatuar
Krisin Anti-inflammeatuar, anti-viral,
izopentil ferulat Anti-viral,
Acacetin Anti-viral, anti-oksidan, anti-inflammatuar
Pigenin Anti-viral,
Kaempferol Anti-viral, anti-Ul ser
Kuersetin Anti-viral, anti-bakterial, anti- histamin, anti-tlser, kapiller guclendirici
Rutin Anti-viral,
Hesperitin Anti-Ulser
Naringin Anti-Ulser
Pinocembrin Anti-bakterial, anti-fungal, lokal anestezik
Pinobanksin Anti-mikrobial, anti-fungal
prenillenmis p-kumarik anti-bakterial, sitotoksik
Diterpenik asitler anti-bakterial, sitotoksik
Kaffeoilkuinik asit turevleri Immunomodulator, hepatoprotektif

Dikeafeoilkuinik asit tirevleri ~ GuglU anti-oksidan
Atrepilin C (Brezilyapropolis)  Anti-timér
Propol (Brezilya propolisi) Guicl i anti-oksidan
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Propolis drnekleri, cogunlukla, Gram pozitif (Staphylococci, Strepthococci Spp. S.
aureus, Enterococcus spp., Corynebacterium Spp., Bacillus cereus ve B. subtilis) ve Gram
negatif bakteri (E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris ve P. Aeruginosa Mycobacterium
tuberculosis ), Helicobacter pylori, protozoa (T. cruzi), fungi (Candida albicans) ve
viruslere (HIV, Herpes viriisleri veya influenza virtisleri) Kars1 in vitro anti- mikrobial
aktivite gosterir. Propolisin ekstraksiyonu icin kullamilan ¢oziclnin, propolisin anti-
mikrobial aktivitesini etkileyebilecegi rapor edilmistir (1,5).

Propolisin anti bakterial aktivitesinin, regcinede bulunan flavonoidler, aromatik
asitler ve esterlerinden dolayr oldugu rapor edilmistir, fakat propolisin bilesenlerinin yapisi
ve antibakterial aktivites arasndaki iliski bilinmemektedir. Antimikrobia aktivitenin
mekanizmasi komplekstir ve recinedeki fenolik ve diger bilesenler arasindaki sinerjistik
etkiden kaynaklanir (57).

Tek bir propolis bileseni total ekstraktinkinden daha buyuk bir aktiviteye sahip
degildir. Bu nedenle propolisin genel biyolojik Ozelliklerinin kendi bilesenlerinin dogal
karisimindan dolay: oldugu ileri sirtl mektedir (2).

2.1.7. Propolisin Hastaliklarin Tedavisinde Kullanim

Propolisin kullanimi, MO 300 gibi cok eski zamanlara kadar dayanmaktadir ve
dinyanin bir¢ok bolgesinde hem internal hem de eksternal olarak yoresel halk ilaci olarak
kullamlmustir (2). Son zamanlarda, propolis sagligi gelistirmek ve hastaliklar: 6nlemek icin
yiyecek ve icecekler icinde kullanilmaktadir (4).

Bugun, propolis iceren Urunler, ilag endistrisi ve aktarlar tarafindan surup, sprey,
tablet ve kapsul olarek yogun bir sekilde pazarlanmaktadir (2, 53, 16). Propolis, kapsul
formlannda (ya saf formunda ya da aloe jel ve rosa canina veya polen ile kombine edilmis
olarak), ekstrakt olarak (hidroalkolik veya glikolik), gargara olarak (melisa, adagayi,
ebegimeci vel/veya biberiye ile kombine edilmis olarak) , toz formunda ( gargaralarda
kullanilmak icin veya bir kez suda ¢ozindikten sonra internal kullamim icin) mevcuttur;
bogaz pastillerinde ve kremlerde de bulunur. Propolis, ayrica bal mumunun uzaklastirildi g
saf Urdin seklinde ticari olarak da bulunmaktadir (1). Propolisin insan sagligini gelistirdig
ve inflamasyon, kalp hastalig1 ve hatta kanser gibi hastaliklan onledigi distnilmektedir
(23, 16).
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Propolisin yararli kullammlarina zit olarak, propolis, bazi toksik ve aerjik etkilere

de sahiptir. Propolisin yapsindaki 1,1-dimetilallil kafeikasitin allerjiden sorumlu olan

bilesen oldugu belirlenmistir (16). Burdock’ a gore propolis toksik degildir ve insanlar icin

guvenli konsantrasyonunun 1.4 mg/kg/gin veya ortalama 70 mg/gin olabilecegini
Onermektedir (3).

2.2. Proteomik Yaklasimlar

2.2.1. Proteom

Proteom terimi, yaklasik olarak onbes yil 6nce ‘bir genom veya doku tarafindan
ekspresse edilen butln proteinler’i agiklamak icin ilk kez Marc Wilkins tarafindan tamtild:
(31). Proteom, hicrelerin, bir dokunun veya organizmanin genomunun sonucu olan bitiin

proteinleri icine alir (32).

2.2.2. Proteomiks ve Klinik proteomik

Proteomiks, tamimlanmis sistem (hicre veya organizma) icindeki proteinlerin
kimligini, miktarim ve fonksiyonunu dikkate alarak proteinlerin sistematik analizi olarak
aciklanabilir (31, 35).

Onkoloji adamnda proteomikse olan ilgi, en belirgin olamdir. Kanser, mutasyona
ugramis genlerden meydana gelen ve normalin disinda protein ekspresyonuna yol acan bir
DNA hastaligidir (32).

Kanser, teshis ve tedavideki gelismelere ragmen, hala baslica hak saghg
sorunudur (34). Genom bilgisi, kanserin genetik temelinin i¢ ylzinin kavranmasint blyuk
Olcude artirmistir. Fakat gen analizleri, tek basina yeterli degildir. Hem mRNA’ nin hem de
proteinlerin  aternatif  splicingi, proteinlerin  posttranslasyonel  modifikasyonlan
(fosforilasyon, glikozilasyon, ubikuitinasyon) ve genetik polimorfizmlerin sonucu olarak
meydana gelen konformasyona degisikliklerden dolayr benzer fizikokimyasal 6zellik
beraberinde birden ¢ok iligkili yap1 meydana gelir (31-32). Kisacas bir gen hatir1 sayilir
buyUklUkte bir protein populasyonu kodlayabilir (32, 34). Proteom, genom gibi statik bir
parametre degildir. Proteom, hicrenin intrinsik genetik programi ve kendi yakin

cevrelerindeki etkilerin her ikisini de yansitan proteinlerin dinamik bir kolleksiyonudur.
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Genom ile karsilagtinldiginda, proteom biyolojik durumun daha gergekci bir
gbrinimuni saglar. Bundan dolayi, proteomun hastalik varligi, gelisimi ve tedaviye cevabi
Olcmekte gen andlizlerinden daha kullanusli olmasi beklenmektedir. Sonug olarak,
proteomik, genom dizisi ve hiicresel davranis arasindaki baglantiyr kurabilir. Proteomiksin
potansiyeli ¢esitli medikal alanlarda (Orn: infekte edici hastaliklar, Alzheimer hastaligi ve
kardiyovaskiler hastaliklar) kesfedilmistir (32).

Klinik proteomik, proteomik tekniklerinin veya dtratgilerinin tip aamna
uygulanmasdir (35). Klinik proteomik, mevcut teknolojiyi kullanarak, farklilasan
fizyolojik ve hastalik durumlari arasindaki proteom profillerini karsilastirarak teshis,
prognoz ve tedavi etkinligi icin biyomarkir gibi tedavi ve tedavi uygulamalarinda yeni
hedeflerin belirlenmesi icin umut verici kanitlar saglayan hizla btytyen bir alandir (31).

Spesifik bir proteinin veya protein simiflarimin (6rn: kinazlar) yapi, fonksiyon ve
etkilesimini calismak ‘fonksiyonel proteomik’ olarak, bir proteomun genel ekspresyon
seviyesini calismak ‘ekspresyon proteomiks' olarak adlandirilir (32).

Belirleme, teshis, tedavi, izleme ve prognozu o6lgmek icin kritik olan Onemli
araclardan biri biyomarkirlardir. Biyomarkirlar, fizyolojik durumun ve ayrica hastalik
mekanizmas: siraandaki  degisikligin  belirteci olan biyolojik molekullerdir. Bir
biyomarkinn faydasi, kendisinin hastaligin erken belirlenmesi, hastalik ilerleyisinin
izlenmesi, 6lgim kolayligi saglamasi ve populasyonlar arasinda olgulebilir bir faktor
saglamas: gibi yeteneklerine baglidir (34).

Kanser proteomik calismaar, kanserin erken teshis icin hastalik iligkili
biyomarkirlan, terapi etkinligi ve toksisitesi icin yeni biyomarkirlar belirleyebilir, en iyi
antikanser ilag kombinasyonlarina rehberlik saglayabilir, uygun terapiye olanak
saglayabilir. Bundan baska, yeni farmakolojik hedeflere (hedeflerin bulunmasina) yol
acabilir. Eger bu markirlar, doku biyopsisine gerek kamadan, serum gibi kolay elde
edilebilir bir vicut sivisinda olcllebilirlerse, gelecekteki kanser teshisi ve tedavinin
izlenmesi icin buyik bir etkiye sahip olacaktir (32).

Sagliklt bir hiicrenin neoplastik bir hiicreye (tumor veya kanser gibi kontrolsiiz bir
sekilde ¢cogalan hicrelerdir) donisimi sirasinda, protein seviyesinde, belirgin degisiklikler
meydana gelir. Bunlar, degismis ekspresyon, farkli protein modifikasyonu, spesifik
aktivitedeki degisiklik, anormal lokalizasyondur ve hepsi hicresel fonksiyonu etkiler.

Kanser proteomiksinin temeli, bu degisiklikleri tammlamak ve anlamaktir (34).
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Farkli mRNA ekspresyonu calisiimas aydinlatici olmasina ragmen, bunlar protein
konsantrasyonlart ile orantili degildir. Proteinler, cogunlukla, proteolitik yikima veya
fosforilasyon veya glikozilasyon gibi posttranslasyonal modifikasyonlara ugrarlar.
Ekspresse edilen proteinleri hedefleyen kanser biyomarkir kesfi stratgjileri, poptler hale
gelmektedir clnkU proteomik yaklasimlar, kanser gelisiminde yer aan proteinleri
(modifiye olmus veya olmamus) karakterize eder (34).

Proteomik teknolojisi, hastalikli ve saglikli durumlar arasindaki protein
degisikliklerini agikliga kavusturabilir (35).

1985'den beri iki boyutlu jel elektroforezi kullamlarak prostat kanseri, meme
kanseri, hepatoselliler kanser, 0zofegal kanser, akciger kanseri ve glioblastoma icin
muhtemel biyomarkir belirleme amaciyla, 132 den fazla calisma yapilmistir (58).

2.2.3. Proteomik Analizler i¢cin Kullamlan Yontemler

2.2.3.1. iki Boyutlu Elektroforez

Proteomik deneyleri, iki boyutlu jel elektroforezi analizleri esas alinarak uygulanir.
ki boyutlu jel elektroforezi, oldukga genis bir analit kapasitesine sahiptir. Standart
formatta iki boyutlu jel elektroforezi, spot 6lgme metoduna basli olarak 3000-10000
proteini goruntlleyebilir. iki boyutlu jel elektroforezi, proteinleri iki farkli protein
karakterine bagli olarak birbirinden ayirir. Bunlar, blyUklik ve yiktir. Birinci boyut
elektroforezde, proteinler poliakrilamid veya agaroz jel ile pH gradienti kullamlarak
izoelektrik fokuslama vastasiyla birbirinden aynstirilirlar. Ornekteki proteinler, uygulanan
elektrik alam vasitasiyla kendi pl degerleri ile aymt pH daki gradient alanina ulasincaya
kadar goc ederler. pl ya dayanan ilk ayristrmadan sonra, proteinler, ikinci boyut
elektroforez icin SDS (sodyum dodesil sllfat) igeren tampondaki capraz bagli
poliakrilamid jele transfer edilirler. Ikinci boyut elektroforezde, proteinler, biyikliklerine
gore aynstiriirlar. ikinci ayristirmadan sonra, proteinler, Coomassie Blue veya gimis
boya ile gorundr hale getirilirler. Daha yiksek sensitiviteli 6lcimler icin, floresan boyalar
ya da radyoaktif isaretleme kullanilabilir (31, 35). Degismis ekspresyon gosteren
proteinlerin belirlenmesi, bu proteinlerin bulundugu spotlarin kesilip, jelde triptik
parcalama ile jelden ayristirnlmas ile saglamir. Spot icinde bulunan protein(ler) kitle
spektrometrisi kullamlarak aydinlatilabilirler (58). Kitle spektrometrisi (KS), gaz fazindaki
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iyonlann kutlelerinin yiklerine oranlarim (kutle/yik, m/z) her m/z degerindeki iyonlarin
say1s ile birlikte 6lcen bir tekniktir. Kitle spektrometrisi, ilgilenilen analiti dikkate alarak
hem kantitatif hem de kalitatif bilgi saglar (31).

Normal ve transforme olmus hicrelerden elde edilen protein spotlarimn gorsel
olarak karsilastirilmasi, malignant transformasyon mekanizmast sirasinda birgok
degisikligin meydana geldiginin kalitatif resmi saglanir (58). Sekil 3'de iki boyutlu

elektroforezin sematik gosterimi verilmistir.

H
’ ’ Hicrelerden ‘2 4 P 7 1|0’
v ‘ "4 proteinlenn elde l l ‘
© @
edilmesi —
DurumA Indirgeme
@
@ @ ]
¢ o ¢ ve alkilasyon
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1zoelektnk fokuslama (kinci boyut)
Boyama
(Binnci boyut) 1. Gomos
2. Coomassie
3. Floresan
' 4. Otoradyografi
Spotlann kiitle o : 3%' . &
spektrometns ile :'.‘ . i. O ¥ ig: :‘ 54 J" A
. . * 4 . "
identifikasyonu EER— _ 20 s 4.

Ilgilenilen spotlann kesimi SR —

Gérinti Analizlen

Sekil 3. iki boyutlu elektroforezin sematik gosterimi (59)

2.2.3.2. iki Boyutlu Elektroforezin Dezavantajlari

Iki boyutlu-poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) teknigi, zahmetlidir,
kompleks cok basamakli asamalarindan dolayi, yiksek verimli degildir. (35, 60). 2D-
PAGE butin proteinlerin gorintilenebilmesi icin yetersizdir (35). Cok asidik veya bazik
proteinler, membran proteinleri ve ¢ok kigclk ya da ¢ok blyik proteinler, iki boyutlu jel
elektroforezinde anaiz edilemezler. Jeldeki proteinlerin % 50-75 inin dustk yogunlukta
olduklart ve boyama ile olgulemedikleri belirlenmistir. 1ki boyutlu jel ayirim sirasinda,

proteinlerin birlikte go¢ etmesi de bir problemdir (58).
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Biyomarkir belirlenmesi igin diger bir kritik nokta da distk miktardaki proteinleri,
istatistiksel olarak guvenirliligi yiuksek derecede dlgme yeteneginde olan uygun analitik
yontemin secimidir. Bu ihtiyag, Ozellikle plazma veya serum biyomarkirlarinin
belirlenmesinde dnemlidir. Serumda protein konsantrasyonlarinin ¢ok genis bir dinamik
aralig ile kars1 karsiya kalinir. Albumin ve immunoglobulinler, tipik 2D jellerin buyuk bir
bolgesini etkin bir sekilde maskeler, birlikte go¢ eden disik miktardaki proteinlerin
varligim gizler (58).

Ayni zamanda fazla miktarda ornege ihtiyag vardir. Bu klinik ornekler igin bir
problemdir. Biyopsi ¢rnekleri gibi invasiv teknikler vasitasiyla elde edilen drnekler, sinirl
miktarda elde edilmektedir. Kisacasi, bu teknik, proteomik analizler igin yuksek verimli
degildir. DUstk miktarda 6rnek ihtiyaci olan dizinlerin kullanimi mevcuttur (60).

1980'lerin sonunda ortaya c¢ikan matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon
iyonizasyon [matrix assisted laser desorption ionization (MALDI)] ve elektrosprey
iyonizasyon (ESI) teknikleri kullanlarak yapilan kitle spektromesi, protein analizleri ve
proteomiksteki gelismeler icin 6nemli bir yapi tasi saglamistir. Bu iyonizasyon teknikleri
(MALDI ve ESI) protein biyokimyasinda buyUk bir etkiye sahiptir ctnkd blyUk
proteinlerden ¢ok parcalanma olmadan gaz fazinda iyon Uretme yetenegine sahiptir.
Onceki iyonizasyon teknikleri, bunu yapamamaktadir (31).

MALDI, Karas ve Hillenkamp tarafindan gelistirilmistir. Ornek moleiilleri, o-
siyano-4-hidroksisinnamikasit veya dihidroksibenzoikasit gibi matriks maddes ile
cokturdlur. Coken kati, sonradan, lazer isinlarina maruz kalir ve matriks maddesi, enerjiyi
biyomolekillere verir (34). MALDI-MS, iyonlari, proteinleri kuru kristalize bir matriks
disinda, stiblimlestirip iyonize ederek Uretir (31). Sonra kiitle spektrometrisi ile protein,
peptid veya peptid fragmentlerinin kitle/ylk (m/z) oranlari olculir (34). Bu tip
iyonizasyonla dretilen kitle spektrumunu yorumlamak nispeten basittir ¢lnkd primer
olarak tek yuklt iyonlar olusturulur bu nedenle her pik tek bir érnek bilesenine karsilik
gdlir (31).

2D-PAGE’ den kesilen sot, tripsin ile pargalandiktan sonra MALDI-TOFMS de
analiz edilebilir ve 6rnekten peptid kitle parmak izi (PKP) olusturur. Elde edilen PKPler,
protein veritaban i¢cinde bulunan bilinen teorik PKPler ve DNA dizis tirevli PKPler ile
karsilastirilir. Proteinin tanimlanmast yapilmis olur (35). MALDI-TOF-MS cok kuigik

miktardaki proteinlerin belirlenmesine imkan verir (34).
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2.2.3.3. Proteomik Caliymalarinda Kullanilan Metodlarin Karsilastirilmasi

Tablo 5'de proteomiks calismalar

icim kullamlan metodlarin  prensipleri,

avantgjlar ve dazavantgjlan 6zetlenmistir (32).

Tablo 5. Proteomiks calismalarinda kullamlan metodlarin prensipleri, avantgjlari ve

dezavantglan (32)

Teknoloji

Prensibi

Avantajlari Dezavantajlan

iki boyutlu jel
elektroforezi
(2D-PAGE)

Ornegin  protein icerigi  je
Uzerinde ayrihr, kitle ve yike
gore iki boyutlu elektroforez
yapilir. Jeller boyanir, farkh
jeller araandaki Orneklerdeki
spot yogunluklar: karsilastirilir.

Dusik verimlidir. (Bir jele bir drnek
yuklenebilir)
Yiksek  ayirma Zahmetlidir.
(Bir jelde binlerce Jeller arasinda
protein disuktdr.
aynlabilir), post- Biyik molekiler agrlikli ve gok
transasyonal asidik veya bazik proteinlerin ayrim
modifikasyonlar  gijci  zayiftir.  Diger  tekniklerle
belirlenebilir. karsilastrilchginda, fazla miktarda
baslangic materyali (50-100 pg
protein) gereklidir.

Otomasyonu  zordur.
tekrarlanabilirlilik

DIGE

Bir jelde Uc 6rnegin dlclldugi
2DPAGE dir. Her ornek, farklh
bir floresan boya ile isaretlenir.
Her 6rnek icin her jel spotunun
yogunlugu, isarete  spesifik
dalga boyunda 6l ¢l Ur.

Bir
orneklerin
olarak
karsilastirilmasi Dusuk verimlidir. Bir jele l¢ ornek
mimkundir. Daha yuklenebilir.

iyi

tekrarlanabilirlilik

saglar.

jelde
direkt

Protein
mikrodizinleri

Forward mikrodizin Uzerinde,
bir  ornekteki  hedeflenmis
proteinin (veya protein
simfimn) prob (antikor gibi)
bagli spotlara  baglanmas;
Reverse mikrodizin Uzerinde,
spesifik problarin, spota bagl
ornekteki hedeflenmis proteine
(veya protein snifina)
baglanmasidir.

Bagl proteinler, direkt
isaretleme (floresan) ile ya da
sekonder antikorlarin
isaretlenmesi ile olculdr.

Bir dizindeki spot Bircok farkli probun sentezlenmesi,
say1st kadar ornek gereklidir. Hedeflenen proteinlerin
yuklenebilir. simfi  ve Ozellikleri  bilinmelidir.
Y Uksek verimlidir. Problar tarafindan hedeflenen
Biyomarkir proteinlerin simirli  6lgimd, c¢apraz
belirlenmesi  veya reaksiyon, post trand asyonal
anif kolayca ayirt modifikasyonlu proteinlerin
edilir baglanmas

SK-MS-MS
(Tandem KS)

Tripsin ile protein parcalanmas
ile olusan peptid karigiminmn,
bir-, iki- veya U¢-boyutlu LC ile
ayinmdrr. Peptid kitleleri, KS-
KSiledl¢lr.

Peptidierin KSKS

ile 6rnek bagsina

yuzlerce veya DusUk verimlidir (bir yuklemede bir
1000 den fazla 6rnek) Zaman daicidir. KSKS ile
proteinin  direkt dlgim, genis kapsamli degildir.
olarak Bundan dolay:, farkli drneklerin
belirlenmesi  (U¢ karsilastirimas: zordur.

boyutluda) PTM

belirlenmesi
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Proteinlerin kararli agir veya

hafif izotopik isaretleyici ile
sigein rezidulleri  Uzerinden Peptidlerin KSKS
kimyasal olarak analizi ile
ICAT etiketlenmesidir.  (iki  farkli biyomarkirlarn ~ DUsuk verimlidir ( Bir yiklemede iki
isotope-coded 6rnek icin) Isaretieme sonrasi, direkt olarak 0Ornek)
affinity ornekler kanstirilr, proteinler belirlenebilmesi, Sadece sistein iceren peptidlierin
tags tripsin ile pargalanir ve isaretli kismen miktar jsaretlenmesi, PTM kayb: olabilir.
peptidler affinite kromatografis tayini, daha az
ile izole edilir. Her iki ornek, karmagiktir
birlikte, SK-MSMS ile analiz
edilir.
Peptidlerin KSKS
andizi ile
biyomarkirlarin
direkt olarak
Proteinlerin  amin  gruplan belirlenebilmesi, S
Uzerinden, aym Kiitlelerdeki izobarik Dtk verimlidir (bir yiklemede dort
iTRAQ  (izobarik)  Kararh izotopik isaretleyicilerden O'Mek) zaman ahadir, fazla Ornek
isotopetags  [saretieyiciler ile  kimyasal dolay, tek bir KS gereklidir N
for relai olarak etiketlenmesidir. Dort yuritmesinde dort PTM izobarik degildir, bu nedenle,
or relative . gy g A ! o ; )
and farkh o_mek icin dort farkli 6rnegin _hepsnde ayn1 KS ylriitmesinde segilemez.
isaretleyici meveuttur. ayn peptidin KS- ek komplekdliligi  yiiksektir.
absolute jearetleme sonras, ornekler KS igin  segimi, Ayirm sinurhdir. izobarik
quantificalion ianstinlw, tripsin ile pargalamir kitteki  miktan pendilerin birlikle due olmasiyla
ve beraberce SK-KS-KS ile bilinen  referans yarmagiktir.
analiz edilirler. peptid
isaretleyicilerden
biri ile
isaretlendiginde,
kesin miktar tayini
Protein karigimi, atin bir plate
Uzerine —uygulanr, pr_o.tem!er Y tksek verimlidir. Kompleks drneklerin fraksiyonlarina
plateden 'a?e.r enenis |!e Plate bagina 1536 ayristirimast gerekir, fazla miktarda
MAL,\DAIéTOF' E:?IOelrk()eﬁ ed'l/'g’ prgﬁigﬁ:m ornge kadar ornek Ornege ihtiyagc  vardir,  yiiksek
yosunluklan ucus zamam ile yUr_UtUIebi_Ii_r. PTM molel_<u|er_ _ agirhikh . (_>100kDa)
Biculir, Bir cok omek arasnda belirlenebilir. proteinler icin uygun degildir.
pik yogunluklar karsilastirlr.
Yiksek verimlidir
(Bir  biyoislemci
basina 96 ©rnek
MALDI-TOF-MS  in  bir YUklenebilir) Y tiksek molekuler agirhikh
varyasyonudur. Protein Biitiin ornegin (>100kDa) proteinler icin  uygun
SELDI-TOF- kansimimuin  secilen  kismy, direkt olarak degildir. Baglanan proteinler
MS spesifik kromatografik yuzeye uygulanmasi olclldigt  icin  sinrlr 6l¢lim,
baglar ve kaam yikamp mimkinddr. MALDI-TOF dan daha disik aynm
uzaklastirilir. Dustk  miktarda guct vekutle dogrulugu

ornek  yeterlidir.
Hizlidir. PTM
belirlenebilir.
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2.2.4. SELDI-TOF-MS

Ylzey ile gdistirilmis lazer desopsiyon iyonizasyon kutle spektrometrisi [surface
enhanced laser desorption ionization (SELDI) MS], MALDI-MS'in bir varyasyonudur.
SELDI’de, MALDI'nin vyuzeyi, daha kompleks kansimlarda kullamlmak icin
kromatografik kolonu taklit ederek modifiye edilmistir ve lazer desorpsiyonuna dayanan
bir metoda imkan verir. Bu teknik, kanser proteomiksinde yaygin olarak kullanmlmaktacr
(3D).

Hutchens ve Yip'in caismalan temelinde, Ciphergen Biosystems Inc., yuzey ile
gelistirilmis lazer desopsiyon iyonizasyon (SELDI) Protein ¢cip® KS teknol oji platformunu
oelistirdi (34).

—

| ]

b - —_— -

Sekil 4. Bireysel ve Kurumsal SELDI-TOF-MS (61)

Bu teknik ilk kez erken donemdeki over kanserinde kullamlmistir ve bazi ayirt edici
proteinler belirlenmistir (36). Bu ilk kullanimdan beri kanser (37-40) ve diger hastal iklarda
SELDI-TOF uygulamalan birgok raporda agiklanmistir. SELDI-TOF, bir dokudan veya bir
hicre serisinden hicre lizatlarimn anaizi (41-43) icin kullamishdir. Fakat klinik
uygulamada, beklenti daha ¢ok serum gibi kolay elde edilebilen vicut sivilarinin
uygulanabilir olmasi yonundedir (32).

Protein cip dizin biyoislemcisi, 12 adet protein ¢ip dizini igerir. Her protein ¢ip
dizini, 8 adet kromatografik spota sahiptir. Bu, 96 6rnegin paralel olarak calisiimasina ve
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matriksin robotik islemle uygulanmasina imkan verir (62). Sekil 5'de Protein ¢ip Dizin

Biyoislemcisi ve bir adet protein ¢ip dizini gosterilmistir.

Sekil 5. Protein ¢ip Dizin Biyoislemci ve Protein cip dizini (63)
2.2.4.1. SELDI-TOF-MS’in Prensibi

Protein iceren ¢ozeltinin her hangi bir tipi, protein ¢ip dizinlerinin spotlarina direkt
olarak uygulanabilir. Bu spotlar, belli fizikokimyasal karakterli (hidrofobik, katyonik,
anyonik, metal iyonu iceren veya hidrofilik) ytzeylerden olusur veya 6rnek yiklemesinden
once, elde edilecek molekillerin (protein, DNA, RNA) baglanmasi igin 6nceden
aktiflestirilmistir (60). Sekil 6'daprotein cip dizinlerinin farkl: tipleri gosterilmistir.

Kimyasal Yiizeyler — Protein Ekspresyon Profili

i 9

3 i . N (T 9 A
i Doimmls v lomais 0 el
Hidrofobik Anyonik Katyonik Metal Iyonlart
L2 :\ ..\\
Bivolojik Yiizevler — Protein Etkilesim Olgiimleri )2 W
] < &
Q &

Lo YYY gfs
9 » T >

Onceden Aktiflestirilmig Antikor-Antijen Reseptor-Ligand DNA-Protein

Sekil 6. Protein ¢ip Dizinlerinin farkl1 tipleri (60)
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Kromatografik Protein ¢ip dizinleri hidrofobik, katyonik, anyonik, metal iyonlar: ve
hidrofilik spotlar icerir. Bu ‘kimyasal ytzeyler protein ekspresyonu profili calismalart icin
en iyi sekilde dizayn edilmistir. Protein ¢ip dizinlerinin diger bir serisi, antikor-antijen
olcumleri, reseptor-ligand etkilesim calismalart ve DNA-protein baglanma deneylerindeki
biyomolekillerin uygulama ile baglanmas: igin tasarlanmis, ©Onceden aktive edilmis
‘biyolojik yluzeyler'dir (60). Tablo 6'da protein cipi dizinlerinin tarleri ve ozellikleri

Ozetlenmigtir.

Tablo 6. Protein ¢ip dizin turleri ve 6zellikleri (64)

Dizin Tiiri

Yiizey Kimyasi

Amag

Kuwvvetli Anyon

Hedef proteinin  ylzeyindeki negatif yiklerle

Negatif yiuklu molekilleri baglar.

Degisimi (Aspartik veya glutamik asit) etkilesen katyonik, DUsiik izoelektrik noktasina (pl)
Q10 kuaterner amonyum gruplari igerir. sahip proteinlerin anaizi yapilr.
Zay1f _K_ay_on Anadlitin yizeyindeki pozitif yuklerle (lizin, arginin, Pozitif yiukli molekilleri baglar.
Degisimi histidin) etkilesen zayif anyonik karboksilat gruplar: Y iiksek izoelektrik noktasna (pl)
CM10 icerir. sahip proteinlerin analizi yapilir.
immobilize Metal iyonlarint selatlayan nitrilotriasetikasit (NTA)

Metal Affinite  9ruplart icerir. Ylzeye uygulanan protein selatlannus Metal baglayici, fosforillenmis
Y akalama metal iyonunu histidin, triptofan, sisitein ve ve polihistidin(His)-isaretli
fosforillenmis aminoasid rezidilleri vasitasiyla proteinlerin analizi

IMAC30 paglayabilir.
Hidrofobik/ Ters
faz
. . <o Hidrofobik  veya  ters  faz
H50 C6,_C12 alkil k_roma.tograﬁI.(.ortgmlannm ozelliklerini aikilesimlerle biyik proteinler
taklit eden metilen zincirleri igerir. 5
baglar
16 metilen gruplarimin  zincirlerini  iceren aktif Hidrofobik veya ters faz
Ha4* spotlardir. Proteinleri ters faz kimyas ile baglar. etkilesimler vastasyla daha

Alanin, valin, 16zin, izolésin, fenilalanin, triptofan
veyatirozin agisindan zengin proteinleri baglar.

kicuk proteinler ve peptidieri
baglar.

SELDI-TOF-MS de ekspresyon

farklilig1

haritalandirmast  deneyleri

icin

kromatografik yiizeyler kullanlir. Ornek ihtiyac: diistktir (1-10 pg total protein/spot) ve
Ornek hacmi 6zgurce secilebilir (0,5 pL dan yaklasik 400 pL’ e kadar) Kisa bir inktibasyon
periyodu sonrasi, spot ylzeyine baglanmayan proteinler ve kontaminantlar yikayarak
uzaklastirilir. Bunu takiben, MALDI matriksi olan enerji absorbe edici molekil (EAM)
¢oOzeltisi, her spota uygulanir ve protein ¢ip dizini protein ¢ip okuyucusunda analiz icin
hazir hale gelir (60, 62). Kullamlan matriksler CHCA (o-siyano-4-hidroksisinnamikasit) ve
SPA (sinapinikasit)’ dir. CHCA, kitle/ylik oran: 3,000-10,000 Da arasinda olan kuigik
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molekilller icin; SPA ise kitlelyik oram 8.000-25,000 Da arasinda olan daha blyik
protein ve peptidler icin kullanilir (39, 64).

Sekil 7'de Protein ¢ip spotlarina érnek uygulanmas: ve protein ¢ip okuyucusunda
andiz icin hazir hale getirilmes gosterilmistir (65).

AL,

1. Ornek direkt olarak protein gip spptynun yuzeyl ne 2. Spesifik olarak baglanmayan proteinler ve
uygulanir. Uygun baglama tamponu icinde, proteinler tuz ve deterjan gibi kontaminantlar, yikama
spesifik ve spesifik olmayan etkilegimler vastasiyla ilenzaklastirilir.

bas lanir.

O
Lazer / +, Iyonizasyon
Wi WS
S A
VAL T AT R

Yogunl uk

Yk / kite
3. Enerji absorbe edici 4. SELDI-TOF kitle spektrometrisi ile 5. Veriler toplanir ve analiz edilir.

manlekiiller eklenir nrotein kiitle nrofili helirlenir

Sekil 7. Protein cip spotlarina 6rnek uygulanmas: ve protein ¢ip okuyucusunda anaiz icin
hazir hale getirilmesi (65)

Protein cip okuyucusu, yuksek oranda sensitif olan lazer dezorpsiyon/iyonizasyon
ugus zaman kitle spektrometrisidir (Time of flight Analyzer-TOF-MYS) (UZ-KS). UZ-KS,
proteinlerin kitle/ylk oramina ve proteinlerin ¢ip yuzeyine baglanma affinitesine bagli
olarak kompleks protein kartstmlarimmin spektrumunu dretir. Farkli olarak ekspresse olan
proteinler, pik yogunluklarinin karsilastirilmas: vasitasiyla bu protein profillerinden
belirlenir (60).

Protein ¢ip stripi, vakum bdlmesinin icine yerlestirilir ve her spota lazer 1sim ile
ates edilir. Lazer enerjisi, iyonize olmus proteinleri desorbe eder ve iyonlasan proteinler,
zit yUkll elektroda dogru vakum tlUplnden asagi ucarlar. Her iyonun (m/z) degeri, ucan
iyonun elektroda ulasmak icin gecirdigi zaman ile degerlendirilir (62). Ugus zaman
analizorinde, bir iyonun vakum icinde detektore ulasma siresi, proteinin molekiler
agirhigrile orantilidir (31). Ktk iyonlar daha hizli hareket eder (62).

Sonuclar baslangicta grafik icinde gosterilir. Grafikte; Ornek bilesenlerinin
kitle/ytk oram x-ekseninde, karsilik gelen sinyal yogunluklari, y-eksenindedir. Protein ¢ip
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yazilimi, kullamciya, otomatik 6l¢ciimi kontrol etme ve etkileme olanagim verir ve yiksek

sayidaki oOrneklerin karsilastirmali analizi icin yazilim araclarimin genis bir araligin

birlestirir. Boylece, butiin ekspresyon farkliligr haritalandirmas: teknigi, hizli birkag
basamakl1 islem ile uygulanabilir (60). Sekil 8 de, Protein cip Sistemi kullarilarak SELDI-
TORMSile ekspresyon farkliligi haritalandirmas: deneyi gosterilmistir (32).
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Sekil 8. Protein ¢ip Sistemi kullanilarak SELDI-TORMS ile ekspresyon farklilig

haritalandirmasi (32)

(a) Protein profilinin gikartiimast

(i) Hastal 1kl ve saglikli sahislardan alinan mikrolitre diizeyindeki drnegin hidrofilik,
hidrofobik, katyonik, anyonik veya immobilize matal affinite yakalama
kromatografik yizeyli sekiz spotlu dizin Uzerine uygulanmas

(i) Uygun baglanma tamponunun eklenmesi

(i)  Bir veyadahafazlayikamatamponu ile gip Gzerinde 6rnek saflastirmast

(iv)  Lazer enerjisinin absorbsiyonu icin enerji absorbe edici matriksin (sinapinik asit)
uygulanmasi. Lazer irradyasyonu bagli proteinleri resorbe eder ve onlari pozitif
olarak yukler. Elektrik alarindan 6tird, iyonlasan proteinler, kiitle analizort (TOF
MS) icinde gog ederler: kigik (karo) ve cok yUklt proteinler (oval), blyik ve tek
yukli olanlardan (licgen) daha hizlidir. Boylece proteinler ayrilir. Ugus zaman, (t)
proteinin kitlesinin yiikiine oran ile orantihdir. m/z: sabit x t*

(b) SELDI-TOF kitle spektrumu ve spektrumun jel gorinimi olarak gosterilmesi:

Proteinin m/z degeri, x-ekseni Uzerinde, protein miktari ise y-ekseni Uzerinde gosterilir.
Spektra, ProteinChip® biyoinformatik yazilim: veya diger uygun istatistikler ve
biyoistatistikler kullarlarak, farkli ekspresse olan protein m/z degerleri arastirilir.
Bilgisayar agoritmalari, hastalikli ve saglikli Ornekleri ayirt edici m/z degerleri ile
modeller (6rn: sniflandirma agaci) insa etmek igin kullanlir.

(i) 9.2 kDa daki bir pik (haptoglobin fragmenti) over kanserinde fazla ekspresse olmustur.
Ekspresyonu artan diger pikler (ii) 4,1 kDa (iii) 4,5 kDa da goriinmektedir ve ekspresyon
azalmas olan bir pik (iv) 2,7 kDa da gorinmektedir.
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Tablo 7'de SELDI-temeline dayanan protein ¢ip biyomarkir sisteminin ozellikleri

Ozetlenmistir.

Tablo 7. SELDI-temeline dayanan Protein ¢ip Biyomarkir Sisteminin Ozellikleri (60)

Onisleme gerek yoktur. Ornek direkt olarak uygulanabilir. Ornek ihtiyac: diistiktiir.

Ornek Peptid sensitivitesi femtomolar seviyededir.
. Tamamen otomatize edilmistir. Lazer pozisyonunun manual olarak ayarlanmas
Analiz
yoktur.
Oleme Sinyal yogunlugu protein konsantrasyonu ile orantilidir. Standart egriler, kesin

Olcimeizin verir.

._ Karsilastirmal: ekspresyon profili ve markir teshisi icin yazilim araglar ¢esitlidir.
Karsilagtirmalt Analiz ;o yarer Patterns yazilim ile ok degiskenli karar azac analizleri yapilr.
Protein Saflastirmas Saflastirma protokollerinin uygulanmast spot izerindedir.

Ornek kayb1 yoktur. Enzimatik reaksiyonlar, analiz éncesi direkt olarak spot

Spot lizerinde Islem 1+ inde yapilabilir,

Protein ¢ip okuyucusu ile spot tizerinde peptid haritalandirmas vasitasiyla yapilir.

Protein Belirlenmes 5" i belirleme kapasitesi, Tandem-MS-aray(izeyi ile olur.

Zaman Manual modda giinde 100 drnek, Otomasyonla giinde 400 6rnek

Kullanim Bir haftalik egitim sonrasi profesyonel kullarmm

2.2.4.2. SELDI-TOF-MS’in Avantajlan

SELDI, mevcut diger teknolojilere gore bircok avantgja sahiptir. SELDI, hizlidir,
kullammu kolaydir, tekrarlanabilir, yiksek derecede hassastir (6lcim limiti, femtomolar
seviyededir) ve diagnostik formata kolaylikla adapte edilebilir. Ek olarak, belirlenmesi zor
olan molekiller, SELDI platformunun kullarimi ile kolaylikla 6lctlebilir (34). SELDI-MS,
Ozellikle 20 kDa dan daha hafif agirlikli molekdlleri (bu kitle aralig:r sitokinler, sinyal
peptidieri ve kan serumunda bulunan proteolitik fragmentlere karsilik gelir) élgmek icin
adapte edilmistir (58).

KS ile analiz 6ncesi, fazla 6rnek islemi olmadan, kompleks protein karisimlarin
kolaylikla ayirabilme potansiyeline sahiptir. Bu 0Ozellik, proteinleri selektif olarak
yakaayan kromatografik ¢ip ytzey teknolojisinin kullanlmast ile kazanmlmistir. Proteinler
parcalanmadan, bozulmamus bir sekilde analiz edilir (35).

SELDI'nin en belirgin olan avantgjlarindan biri, diger analitik yontemlerde
problemlere neden olan tuzlarin ve deterjanlarin, analiz dncesi uzaklastirilmasdir. Bundan
baska, diger bitin spesifik olmayan bilesenler uzaklastirildigi icgin, Protein cip
okuyucusunda sadece spot yizeyi ile aktif bir sekilde etkilesen proteinler analiz edilir. Bu,
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dustk konsantrasyonlarda bulunan biyomarkirlarin belirlenmesinin artmig olasilig: ile
sonuclanr (60).

Protein piklerindeki degisiklikler veya spektralarindaki m/z oranlari, patofizyolojik
olaylanin atinda yatabilecek protein degisikliklerini belirlemek icin kullanlabilir.
Alternatif olarak, SELDI-TOF peptid kitle parmakizi (PKP) olusturmak icin de
kullanilabilir. Olusturulan bu PKPler, sonradan veritabaminda yer alan proteinlerin teorik
PKPleri veya DNA-dizi-tirevli PKPler ile karsilastinlabilir (35).

2.3. Kanser

Kanser, hircok genetik ve cevresel faktorin etkilesimi sonucu olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir (33). Kanser ayrit edilebilir fakat birbiri ile yakindan
baglantil1 U¢ evreden olusan karsinogenez mekanizmaarinin bir sonucudur (66). Bu
evreer, baglangic, ilerleme ve gelisme evreleridir (67) .

Baslangi¢ fazi karsinojenin hedefe baglanmasim ve DNA hasarin igine alan hizli
bir mekanizmadir (67). Baslangic evresinde, hiicreye hizli ve onarilamaz bir saldir olur.
Saldiri, baslangicta bir karsinojenin alinmasindan dolayidir ve daha sonraki kararl
genotoksik hasara, karsinojenin kendisinin metabolik aktivasyonu neden olur. Kanserin
baslangicinin  diger sebepleri  oksidatif stres, kronik inflammasyon ve hormonal
dengesizliktir (66).

Ilerleme ve gelisme fazlarimin her ikisi, uzun siireglidir, muhtemelen birkag yil
surer. Genellikle geri dontsimsiiz olan ilerleme fazinda, mitojen olarak fonksiyon gosteren
tumor promotirlan (destekleyicileri) baslangic asamasindaki hicreleri buyumeleri icin
indikler. Bu evrede, proliferasyon ve apopitoz icin onemli olan hicresel kontrol
noktalarinin ve dizenleyici proteinlerin fonksiyonel kaybi meydana gelir (67). Dontsim
gecirmis hticreler, preneoplastik hiicreleri olusturmak icin birgok degisikli ge dogru gider.
Serin treonin kinaz, Akt kinaz/protein kinaz B (Akt [PKB]), aktivator protein 1 (AP-1),
niklear faktor kappa B (NF-«xB), mitojen ile aktiflesen protein kinaz (MAPK), androjen
reseptor, ostrojen reseptdr ve Raf/Ras mekanizmalar: gibi regile edilemeyen sinyal iletim
mekanizmalar1 karsinogeneze katkida bulunur (66).

Gelisme fazinda, fenotipik ve genotipik olarak degisen hicreler, geri donisUmsiiz
makroskopik degisiklikler gelistirir (67).
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2.3.1. Kanser Tedavisi

Karsinogenez, cok basamakli bir olay oldugu icin her basamakta meydana gelen
olaylarin bilinmesi, kanserin gelisimini 6nlemek ve inhibe etmek icin hareket bicimini
yonlendirebilir (2). Kemopreventasyon, karsinogenez mekanizmasan bloke etmek veya
geciktirmek icin spesifik gjanlann kullamm olarak agiklanir (44). Bu ganlar, etkilerini
oksijen radikallerini yakalayarak, poliamin metabolizmas i inhibe ederek veya hiicrelerde
bulunan sinyal iletim mekanizmalarim, hormonlari, biyume faktorlerini veya hedef
reseptorleri  dizenleyerek gosterebilir. Bu aganlar, timoér hicrelerinin blyimesini
geciktirmek icin, immun cevabin yenilenmesi, apopitozun induksiyonu, anjiogenezin
inhibisyonu ve antimetastatik genlerin ve diger mekanizmalarin aktivasyonu vasitasiyla
etki gosterebilir (46). Birgok arastirmann hedefi, kanserin 6nlenmes ve/veya tedavisinde
kullanlabilecek dogal veya sentetik bilesikleri kesfetmektir (68).

Kemoterapi, genellikle, bircok kanser tipinde teshis sonras en iyi sonucu almak
icin erkenden verilir. Fakat kemoterapétik ilaglar, toksisite ile iligkilidir. Bu toksisiteye,
antikanser ilaclarin karaci gerde biyotransformasyonu vastasiyla ol usan reaktif metabolitler
neden olur. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, heterosiklikaminler ve nitrozaminler gibi
diyetsel karsinojenler, DNA hasarina ve kansere sebep olmak icin metabolik aktivasyona
ihtiyag duyarlar. Karsinojenin aktivasyonu, primer olarak faz | enzimleri tarafindan
katalizlenir. Korunma, aktive edici enzimlerin inhibisyonu veya detoksifikasyona ve
karsinojenin idrarla izl bir sekilde atilmasina yol agcan faz Il enzimlerinin indiksiyonu
vasitasiyla saglanabilir (33).

Butun terapotik rejimler, hematolojik toksisiteyi iceren birgok yan etki Uretir. Farkl1
kemoterapdtik gjanlarin tek dozda bile ainmasinin kemik iligi aplazisi ile sonuglandig
genel bir kabuldir. Bu hematolojik toksisite, dogal orijinli olsa bile biitin kemoterap6tik
gjanlarla gozlenmektedir (17).

2.3.2. Antioksidanlar ve Kanser Tedavisi

Reaktif oksijen turleri (ROT), ikinci haberci, antibakteriyel gjan, mutaen, yaslanma
ve blylUme stimile edici gibi bircok hiicresel fonksiyon gosterir (69). Serbest radikaller,
karbohidratlar, proteinler, lipidier ve nikleik asitler gibi biyomolekullerde oksidatif hasar

indikler. Bu oksidatif hasar, hiicrede degisiklige ve hiicrenin 6lumine sebep olabilir (7).
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Oksijen radikalleri, 6zellikle hidroksil radikali (.OH), azotlu bazlari modifiye eder,
DNA y1 parcalar, onkogen aktivatorlerini stimule eder ve muhtemelen diger yollarla
karsinogeneze katkida bulunur (67). Kisacass ROT leri DNA hasarinin indikleyerek ve
intrasellUler sinyalleri degistirerek kansere neden olur (69).

Y asayan organizmalann dokulari, oksidatif hasara karst kendi koruyucu ganlarina
sahiptirler. Bunlar baslica siperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz gibi antioksidatif
enzimatik sistemler ve tokoferol, askorbik asittir (7).

Antioksidanlarin endojen veya eksojen olarak Uretilen zararli resktif oksijen
tirlerine karst organizmamn savunmasini artirdigr 6nerilmektedir. Bitkilerde bulunan
dusuk molekiler agirlikli molekuller olan polifenoller bu sinifin biytk gogunlugunu
olusturur (7, 67).

Antioksidan vitaminlerin (askorbik asit, beta-karoten, afa tokoferol), minerallerin
(selenyum) ve vitamin olmayan dogal antioksidanlarin (glutatyon) kanserin
Onlenmesindeki potansiyel roli, belirlenmistir. Birgok deneysel ve epidemiyolojik ¢alisma,
laboratuar hayvanlarinda ve insanlarda, dustuk antioksidan icerigi ile artrus kanser riski
arasinda korelasyon oldugunu 6nermektedir (67).

Flavonoidler, c¢esitli bitkiler tarafindan yiksek miktarda Uretilen iyi bilinen
fitokimyasallardir (bitkilerde bulunan biyolojik olarak aktif cesitli bilesiklerdir).
Flavonoidlerin gbzlenen in vitro biyolojik etkileri sunlardir: serbest radikal yakalama,
enzimatik aktivitenin dizenlenmesi, hiicresel proliferasyonun inhibisyonu, anti-biyotik,
anti-allerjik, anti-llser ve anti-inflammatuar aganlar. Flavonoidlerin  kemopreventiv
aktiviteleri onlarin yapisal Ozelliklerine baglidir (67). Doga flavonoidierle kanser
terapisinin yeni yaklasim, tedavinin kalitesini gelistirmek ve kanser ve anti kanser ilaglara

kars1 maksimum koruma saglamak icin arastirilmaktadir (33).

2.4. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, son on yilda, bati Ulkelerinde erkeklerde en sik teshis edilen
kanserdir. Prostat kanseri, bircok genetik ve cevresel faktérle ortaya ¢ikan bir kanser olarak
gbzukmektedir. Genetik faktorlerin etkisi %10’ dan daha azdir (44).

Prostat kanserinin sikh@g ve mortalitesinde irksa ve etnik farkliliklar teshis
edilmistir. Prostat kanserinin siklik ve 6lim oranlari, AfrikasAmerika irkinda 271.3 ve
70.4; Kafkas wrkinda 167.4 ve 28.8; ispanyol irkinda 140.0 ve 23.5 ve Asya-Amerika
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rkinda 100.7 ve 13.0 dir (44). Prostat kanseri, ABD’de ve diger bat1 Ulkelerindeki erkek
kanserlerinin en sk olamdir ve ABD’ de erkek kanser 6limlerine yol agan ikinci kanserdir
(24, 45).

Bundan baska, prostat kanserinin sikliginda cografik varyasyonlar da gézlenmistir.
Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa da en sk; Akdeniz Bélgesinde orta seviyede; Asya da
ise en disUk seviyededir. Ekolojik calismalar sonucunda prostat kanseri gelisiminde bati
diyetinin etkis oldugu gosterilmistir. Bat1 diyetini benimsemis olan Asya gocmenlerinde
prostat kanserinin siklik oramnda artis gordlmistir ve prostat kanserinin cevresel
faktorlerle ve diyet icerigi ile iligkili oldugu distnulmektedir (44). Prostat kanserinin pek
¢cok Ulkede paralél insidans orani gosterdigi ve benzer diyet faktorlerinden (6r: yag
tuketimi) etkilendigi 6ne sUrilmektedir (70). Siyah irkta daha sk gorilen prostat
kanserinden fruktozdan zengin, kalsiyumdan fakir diyet uygulanmasyla ve D vitamini
hidroksilasyonunun uyarimas vasitasiyla korunmanin mimkin olabilecegi ileri
strilmektedir (71).

Prostat kanseri ¢ok yaygin olmasna ragmen, prostat kanserinin etyolojisi ve
gelisimini tetikleyen faktorler iyi anlailamamistir (24). Prostat kanserinin gelisim
mekanizmasi, normal bez epitelyumunun preneoplastik lezyonlara ve invasiv karsinomaya
donusttren genetik ve epigenetik (genetik faktorlerden cok cevresel faktorlerin sonucudur)
degisiklerin sonucudur. Epigenetik olgu (fenomen) ve artan prostat spesifik antijen (PSA)
ve instilin-benzeri blyime faktort (IGF-1) gibi biyokimyasal degisiklikler, prostat kanseri
gelisiminden daha dnce meydana gelir. Prostat kanserinin belli evrelerinde olgularin biyuk
cogunlugunda gorilen 6q, 7q, 8p, 10g, 13g, 16q, 179 ve 18g kromozomlarimn kayh
beraberinde kromozomal anormallikler belgelenmistir. 8p21.2 Uizerinde yer aan bir gen
olan NKX3.1, prostatik timorogenezin baslangic evresinde yer amaktadir. Ek olarak
DNA hipermetilasyonu, DNA hipometilasyonu ve histon asetilasyonu prostatik
tumorogeneze katkida bulunmaktadir. Prostat kanserinde, DNA hasarini tamir eden
enzimlerin genlerinde (Glutatyon Stransferaz ve O-metilguanin DNA metiltransferaz)
hipermetilasyon oldugu rapor edilmistir. Prostat kanseri tiplerinin % 70'inden fazlasinda
Glutatyon Stransferazl gen promotorunun metilasyonu 6l¢ul mustir (44). Prostat kanseri
nedeniyle 6limun baglica nedeni, kanser hticrelerinin kemik ve lenf nodlarina metastazidir
(45).

Prostat kanseri hastalarini tedavi etmek icin prostatektomi, radyasyon terapisi ve

hormon tedavisi kullamlmasina ragmen, prostat kanserinin tekrarlamasi ve metastaz,
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prostat kanseri terapisindeki baslica problemlerdir. Buginki kullarilabilir tedaviler
cogunluklaidrar tutamama, erektik fonksiyon kaybi gibi yan etkilere yol agmaktadir (24).
Bu nedenle, prostat kanserinin tedavisi ve Onlenmesi icin yeni terapttik yaklasimlara
ihtiyag vardir. Son calismalar, bircok diyetsel kanser kemopreventiv ajanlarn prostat
kanserinin insidansint dislrmek icin Umit verici stratgjiler saglachgint gostermistir (45).
Selenyum, E ve D vitaminleri, likopen, izoflavonoidler ve distk yagl diyet tiketiminin

prostat kanseri riskini dustrdigine dair deliller vardir (46).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

Hucre kultor kabini (Kendro Hera Safe Laminar flow SN: 40475981), invert
mikroskop (Olympus CK-2), CO: inklbatéri (Steri-Cycle TermoForma Hepa Filter SN:
301896-251 model 381), isitmali karistiricr (eppendorf AG 22331 SN: 535509550),
mikrosantriflj (Beckman Counter SN: 270-605133-A), mikrosantrifdj ( Thermo micromax
SN: 8035/2), masaiistti santrifllj (eppendorf centrifuge 5810 SN: 11259), hassas terazi
(Oertling NA 164), ELISA okuyucu (Tunable VERSAmax microplate reader,US),
calkalayici inktbator (Shelleb/Sheldon Mod:514,USA), o6gltict (Retsch ZM 200,
Germany), vorteks (MS2 Minishaker IKA SN: 03-205515), calkalayict (SN:02-1182),
SELDI-TOF (Ciphergen Biosystems, Fremont; CA, USA, PCS4000 TOF-MS Personal
Seri No: 5A1108P), aspiratorlti pipet (Vitlap, pipet controller), membran filtreleri (SCH
Schleicher& Schuell FB 030/3 0.2um/7bar max), semiotomatik pipetler (0.510 pl, 10-
100ul, 100-1000ul), steril 96’ kuyucuklu pleyt (Orange Scientific), standart T-25, T-75, T-
150 hticre kaltdr flasklar, 15 ml’lik ve 50 ml’lik steril falcon tlpler, steril cam pipet (HBG
W-GERMANY), 25 ml, 10 ml ve 2 ml’'lik steril disposible pipetler, steril pipet uclar
(Sorenson Bioscience, inc Muti Fit Guard Filter Tips), mikrosantrifdjj tlpl, beher, baget,
balon joje, cam sise gibi ¢esitli cam malzemeler, 20 ve 50 ml’lik steril enjektor, steril
cerrahi eldiven, dondurucular (-80 C°ve -20 C°) ve buzdolabi (+4C°).

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Dimetil sitilfoksit (DMSO, Merck), Na,CO; (Sodyum karbonat), Folin Reaktifi,
galikasit, etanol, Al(NQOs)s, Potasyum Asetat (KCH3COO), kuersetin, NaH2PO4.2H20,
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Na,HPO,.2H,O, K3Fe(CN)g, TCA (Trikloroasetikasit), FeCls, troloks total antioksidan
kapasite (TAK) kiti (Kat No: RL001), PC-3 prostat kanseri hiicre serileri, EDTA, tripan
blue, DMEM/F:12, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromr), NaCl,
KCl, KH2PO4, HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etansulfonik asit), gliserol, Triton
X-100, Proteaz Inhibitér kokteyli (SIGMA, Kat No: P8340-5 ML.), RPMI 1640 (1x + L-
Glutamine) (GIBCO), DMEM/Ham’s F12 + L-glutamine (Sigma), Penisilin + Streptomisin
(Sigma), FBS (Fetal Bovine Serum GIBCO), Bovine Serum Albumin (SIGMA, Kat No:
A9576-50ML), CHAPS (3-((3-Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propanesulfonate),
DTT (ditiyotheritol), tris, HCI, NaOH, NH;Ac (amonyum asetat), Triton X-100, TFA
(Trifloroasetikasit), SPA (Sinapinikasit) (Kat. No0:0705161), ACN (Asetonitril),
ProteinChip All-in-One-Protein Standart 11 (Bio-Rad) (Kat No: #C10-00007), NP20 ¢ip
dizini (Cip N0:1050177250), CM10 ¢ip dizini (Kat No: #C57-30075 CM100802112), Q10
Gip dizini (Kat No: #C57-30080 Q100704122).

3.2. Metodlar

3.2.1. Propolis Orneklerinin Temini

Propolis numuneleri S.S. Trabzon Merkez Tarimsal Kakinma Kooperatifi
tarafindan temin edildi. Propolis numuneleri Trabzon ilinin ¢esitli yorelerinden toplanarak
elde edildi.

3.2.1.1. Propolisin DMSO ve Sulu Ekstraktinin Hazirlanmasi

-80 C%de dondurulmus olan propolis 6rnekleri renddenip tekrar -80 C%de
donduruldu. Rendelenen propolis blendirda toz haline getirildi. 5 er gram toz propolis 20
mL saf DM SO (Dimetilsiilfoksit) ve 20mL saf su ile ¢ozuldil. Iyice vortekslendikten sonra
60 C°de 150 rpm’ de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibe edildi. inkilbasyondan sonra 4000
rpm’de 10 dk santrifljlendi. Stpernatami tam ¢okmeyen partikil iceren propolisin sulu
ekstraktlan tekrar 10000 g’ de 10 dk santrifijj edildi. Stpernatantlar daha sonra kullamlmak
lizere aligotlanp +4C% de, karanlikta sakland.
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3.2.1.2. Ektraktlarda Total Polifenol Miktarimin Belirlenmesi

Total polifenol miktar1 modifiye edilmis Folin-Ciocalteau spektrofotometrik metod
ile belirlendi. Metod, fosfotungstikasitin (HaP[W3O10]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik
mavisine indirgenmesine dayanir. Olusan fosfotungstik mavisinin absorbansi, aromatik
fenolik gruplarn sayisi ile orantilidir ve standart olarak gallik asit kullanilir (72). Olusan

mavi rengin asorbansi, 765 nm’ de ol¢uldr (73).

o (ozeltilerin Hazirlams1

1. %20'lik Na,CO; Cozedltis: 5 g NaCOs tartild1 saf su ile ¢ozllup 25 mL’ye
tamamlandh.

2. Folin Reaktifi:1 mL 2N derisik Folin reaktifi, 9 mL saf su eklenerek, 1:10
oraminda seyreltildi. Kullantm 6ncesi hazirlanarak, taze olarak kullan|dh.

3. Standartlar: 0,01 g gallikasit 1 mL saf su ile ¢ozilerek, 1000 pg/mL lik gallik asit
standarch elde edildi. 1000 pg/mL lik gallik asit standardindan su ile 200, 150, 100, 50, 25,
12.5, 6.25 ve 3.125 pg/mL lik galik asit standartlart hazirlandi.

e Deneyin Yapihsi

Tablo 8 deki pipetlemeler 96 kuyucuklu Elisa pleytinde yapildi (74).

Tablo 8. Propolisn DMSO'lu ve sulu ekstraktlarinda total polifenol tayininin yapil st

Kor Standart Numune
DMSO/Su 125 puL - -
Ekstrakt - - 12.5puL
Standart - 12.5puL -
1:10 Folin Reskitifi 62.5 pL 62.5uL 62.5 pL
%20’ lik Na,CO3 125 pL 125 pL 125 pL
Total Hacim 200 pL 200 pL 200 pL

Oda1ssndakaranlikta 30 dk inkibe edildi
700 nm’ de Elisa Okuyucusunda absorbans 6l ¢tildi
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Sonuclar, Gallik asit standart grafiginden yararlamlarak mg Gallik asit / g propolis
olarak hesaplandi. Her drnek icin tg kez 6lclim yapildi.

Gallikasit Standart Grafigt

y = 0,0043x
Z 08 R?=0,9999
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0
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Konsantrasyon ( pg/ml)

Sekil 9. Total polifenol tayini icin gallik asit standart grafi g

3.2.1.3. Ektraktlarda Flavonoid Miktarmin Belirlenmesi

Total flavonoid miktari, aliminyum klortr kolorimetrik metodu ile belirlendi.
Metodun prensibi, AICl3 Un flavonlarin ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3 veya C-5
hidroksil gruplar ile asitte kararli kompleksler olusturmasina dayanir. Ek olarak, AlCls,
flavonoidlerin A- veya B- hakalarimin ortodihidroksil gruplar: ile kompleks olustururlar
(75).

o (ozeltilerin Hazirlams1

1. %80’ lik Etanol Cozeltisi: 80 mL saf Etanol 100 mL’ ye saf su ile tamamlandh.

2. %10 luk AlI(NO3); Cozdltisi: 2.5 g AI(NOy); tartildi, saf su ile ¢dzullp 25 mL'ye
tamamlandh.

3. 1 M Potasyum Asetat Cozeltisi: 2.453 g KCH3COO tartildi, saf su ile ¢oziltp 25
mL’ye tamamlandh.

4. Standartlar: 0,01 g Kuersetin 804 pL saf etanol ile ¢ozulerek suyla 1000 pL’ye
tamamlandi. 1000 pg/mL lik kuersetin standard: elde edildi. 1000 pg/mL lik kuersetin
standardindan % 80'lik etanol ile 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.562 pg/mL lik
kuersetin standartlar: hazirlandh.



e Deneyin Yapihsi

Tablo 9'daki pipetlemeler 96 kuyucuklu Elisapleytinde yapildi (76).

Tablo 9. Propolisn DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda flavonoid miktarinin belirlenmesi

Kor Standart Numune

%80’ lik ve DMSO/Su 20 pL - -
Ekstrakt - - 20 pL
Standart - 20 uL -

% 80'lik Etanol 172 pL 172 uL 172 pL
% 10'luk AI(NO3)3 4L 4L 4 uL
1M KCH3COO 4L 4 uL 4 uL
Total Hacim 200 pL 200 pL 200 pL

Odasisinda karanl ikta 40 dk inkibe edildi
415 nm’ de Elisa Okuyucusunda absorbans 6lclldi

Sonuglar, kuersetin standart grafiginden yararlamilarak, mg kuersetin/g propolis
olarak hesaplandi. Her drnek icin tg kez 6lclim yapildi.

Kuersetin Standart Grafigi
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Sekil 10. Flavonoid tayini icin kuersetin standart grafigi
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3.2.1.4. Demir Idirgeyici Antioksidan Potansiyel Tayini (Ferric Reducing
Antioxidant Potential FRAP)

Ekstraktlarin antioksidan potansiyeli, diistik pH’ da Fe™ tin Fe" ye indirgenmesine
dayanan bir metod olan demir indirgeyici antioksidan potansiyel yontemi ile belirlendi.
Indirgeyici antioksidan potansiyel, troloks standart grafiginden faydalanilarak hesaplanch
(77) .

o (ozeltilerin Hazirlams1

1. Fosfat Tamponu (pH:6,6): 3,12 g NaH,PO,.2H,0, su ile ¢ozlilip 100 mL ye
tamamlandi. 3,56 g Na,HPO,4.2H,0, su ile ¢ozilip 100 mL ye tamamlandi. 68,5 mL
NaH2PO4.2H0 c¢ozeltis ve 31,5 mL NaxHPO4.2H,O cozeltisi karistirildi. pH s1 6,6'ya
ayarland.

2. %1 lik K3Fe(CN)g: 1 g K3Fe(CN)g tartilch su ile ¢ozulUp 100 mL’ye tamamlandh.

3. %10 luk Trikloroasetikasit (TCA): 5 g TCA tartildi, su ile ¢ozilip 50 mL’ye
tamamlandh.

4. %0,1 lik FeCl5:0,1 g FeCl 5 tartildi, su ile ¢oziltp 100 mL’ ye tamamlandh.

5. Standartlar: 0,001 g troloks, 1000 pL etanol ile ¢ozilerek 1000 pg/mL lik
Troloks gandard: elde edildi. 1000 pug/mL lik troloks standardindan etanol ile 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812 ve 3.9 pg/mL troloks standartlar1 hazirlandi.

e Deneyin Yapihsi

Deney, modifiye edilerek Tablo 10'daki gibi yapildi (78). Pipetlemelerin ilk dort
asamas 1,5 mL lik ependorftayapildi.
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Tablo 10. Propolisin DMSO’'lu ve sulu ekstraktlarinda demir indirgeyici antioksidan

potansiyelin 6l¢ilmesi

Kor Standart Numune
DMSO/Su 40 uL - -
Ekstrakt - - 40 pL
Standart - 40 pL -
Fosfat Tamponu (pH:6,6) 100 pL 100 pL 100 pL
%1 lik K3sFe(CN)e 100 pL 100 pL 100 pL
50°C’ de 20 dak inkibe edilip, sogutuldu.
%10 luk TCA 100 pL 100 pL 100 pL

Ornekler, 3000 g’ de 5 dak santrifiijlendi.
Ustteki fazlardan 100 er pL alimp, 96 kuyucuklu Elisa pleytine aktari|d.

Saf Su 100 pL 100 pL 100 pL
% 0,1 lik FeCl3 20 pL 20 pL 20 pL
Odasisinda karanlikta 5 dak inktibe edildi

700 nm’ de Elisa Okuyucusunda absorbans ol ¢l du

Sonuclar, troloks standart grafiginden yararlanilarak, mgTroloks /g propolis olarak

hesaplandi. Her drnek icin g kez dl¢tim yapildi.

Troloks Standart Grafigi
1.2
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2 o« R:=09984 _—
E “1-. /
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0.2 P
,2 >
0 ¥
0 200 400 600
Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 11. Demir indirgeyici antioksidan potansiyel (frap) tayini icin troloks standart
grafigi
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3.2.1.5. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Asidik ortamda (Asetat tamponu 30 mmol/I pH:3,6) hidrojen peroksid kullanilarak
indirgenmis ABTS molekilli ABTS”ya (2,2-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonat)
okside olur. Asetat tamponu c¢ozeltisinde konsantre ABTS™ molekilleri (koyu yesil)
kararlidir. Daha konsantre ve daha yiksek pH’l1 bir asetat tamponu (Asetat tamponu 0,4
mol/l pH:4,5) ile seyreltildigi zaman renk, kendiliginden ve yavasca agilir. Ornekte
bulunan antioksidan, renk agima hizini konsantrasyonu ile orantili olarak artirir.
Reaksiyon spektrofotometrik olarak gozlenebilir ve rengin agilma hizi, 6rnegin total
antioksidan kapasitesi ileters olarak iliskilidir. Reksiyon hizi, troloksile kalibre edilir (79).
Ekstraktlann, total antioksidan kapasitesini 6lgcmek icin, hazir TAK kiti kullanildi. Deney
Tablo 11’ deki gibi yapildi.

e Reaktifler

Reaktif 1

0.4 mol/l Asetat tamponu c¢ozeltis (pH 5.8) dir. 32.8 g CH3COONa 1000 ml
delyonize su ile ¢ozildi. 22.8 ml glasia asetik asit 1000 ml deiyonize su ile ¢dzuldi. 940
ml sodyum asetat ¢Ozeltisi, 60 mL asetik asit ¢ozeltis ile karstinlarak, pH st 5,8'ya
ayarlandi. Bu cozelti +4°C’de 6 ay kararlidr.

Reaktif 2:

30 mmol/l Asetat tamponu ¢ozeltis ( pH 3.6) dir. 2.46 g CH;COONa 1000 ml
deiyonize su ile ¢ozuldi. 1,705 ml glasia asetik asit 1000 ml deiyonize su ile ¢ozuldi. 75
ml sodyum asetat ¢ozeltisi, 925 mL asetik asit ¢ozeltis ile karistirlarak, pH st 3,6'ya
ayarlandi. 278 pl H,O, c¢Ozeltisi, tampon cozeltis ile 1000 ml'ye dilte edildi (son
konsantrasyon, 2 mmol/l) 0.549 g ABTS hazirlanan ¢ozeltnin 100 ml’si ile ¢ézuldi (son
konsantrasyon, 10 mmol/l). Oda 1sisnda bir saatlik inkiibasyon sonras;, ABTTS™ nin
karakteristik rengi olan mavi-yesil renk gozlendi. Renklenen reaktif +4°C'de 6 ay

kararlidhr.
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e Deneyin Yapihsi

Tablo 11. Propolisn DMSO’'lu ve sulu ekstraktlarinda total antioksidan kapasitenin

olculmesi
Kor Standart Numune

Reaktif 1 200 pL 200 pL 200 pL
DM SO/Su 5uL - -
Ekstrakt - - 5uL
Standart - 5uL -
660 nm de absorbans okundu.
Reaktif 2 20 pL 20 pL 20 pL

660 nm de absorbans okundu.

Sonuclar, Troloks standart grafiginden yararlamlarak, mmol Troloks /100 g
propolis olarak hesaplandi. Standart grafigi, konsantrasyona kars1 absorbans degisimi (R2
Absorbans- R1 Absorbans) degerleri girilerek olusturuldu. Her 6rnek igin g kez 6lgiim

yapildh.
0.25 Troloks Standart Grafigi
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oy e
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2 R== 09868 »
Z 005

0

0 0.2 04 0.6 08 | 1.2
Konsantrasvon (mM Troloks)
Sekil 12. Total antioksidan kapasite icin troloks standart grafigi
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Batun hicre kadltor calismalart hicre kiltir kabininde (air flow kabin) steril

ortamda gerceklestirilmistir.
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3.2.2.1. PC-3 Hiicre Serilerinin Cogaltilmasi

PC-3 prostat kanseri hiicre serileri GATA Tip Fakiltess Hematoloji Anabilim
Dalindan temin edildi. PC-3 hicreleri L-Glutaminli, %10 FBS, %1 penisilin + streptomisin
iceren RPMI 1640 besiyerinde %5 CO, ortaminda 37C° de T-25 ve T-75 lik flasklarda
inklbatorde ¢ogaltild.

3.2.2.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Ekstraktlarin Hazirlanmasi
Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlari ve DM SO, hticre kultirt ¢alismalarinda
kullamlmak Uzere ve hicre canlilhigimin belirlenmes icin bes yeri (%1 penisilin-

streptomisin RPM1-1640) ile diltGe edildi. Tablo da ekstraktlarin konsantrasyonlart ve

hiicre kllttrtindeki son konsantrasyonlar 6zetlenmistir.

Tablo 12. Hucre kultirinde ve MTT testinde kullamilan ekstrakt konsantrasyonlari

Ekstrakt Tiirii E;ig:::ﬁg:;::}t; Hiicre Kkiiltiirii ve MTT’deki Son Konsantrasyon

PropolisDMSO 1 400 pg/mi 20 pg/mi
Propolis DM SO 2 200 pg/ml 10 pg/ml
PropolisDMSO 3 100 pg/ml 5 pg/ml
DMSO 1 % 0,16 % 0,008
DMSO 2 % 0,08 % 0,004
DMSO 3 % 0,04 % 0,002
PropolisSu 1 400 pg/ml 20 pg/mi
Propolis Su 2 200 pg/ml 10 pg/ml
Propolis Su 3 100 pg/mi 5 pg/ml

3.2.2.3. PC-3 Hiicre Serileri icin Hiicre Canhhgimn Belirlenmesi

MTT- canlilik testi, MTT nin yasayan hicrelerin mitokondris tarafindan mavi
formazan Urunune indirgenmesine dayanir. Sonuglar, hem mitokondri aktivitesi/hiicre' ye
hem de var olan hiicrelerin sayisina dayanir ve hiicre cogalmasi ve canliliginin belirlenmesi

icin kullanislt bir metoddur (80).
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Hucre canliligr icin kullamlan MTT testi, ekstraktlarin sitotoksik aktivitesini
belirlemek ve yapacagimiz ileriki calismalarda propolisn DMSO ve su ekstraktlarinin
hangi konsantrasyonlarini kullanacagimiza karar vermek igin yapildi.

PC-3 hicreleri T-75 lik flask ylzeyinin % 70-80'lik kismim kapladiktan sonra
hiicreler gjite edildi. Oncelikle hiicrelerin Uzerindeki bes yeri uzaklastirilch. Hicreler
FBSu uzaklastirmak icin FBS icermeyen bes yeri (%1 penisilin-streptomisin igceren
RPMI-1640) ile yikandiktan sonra Uzerlerine 37 C° de bekletilen 2 ml Tripsin-EDTA
¢ozeltisi (200 mg tripsin/50 mL EDTA) eklendi. Flask tabanina yapismis olan hicrelerin
gjite olmas icin 1-2 dak beklendi. Tripsin ile muamele edilen hicrelerin tzerine tripsini
etkisizlestirmek icin 2 mL FBS eklendi. Hucreler, 15 mL lik steril falkon tUpe aktarild.
400 g'de 7 dak santrif(jj edildikten sonra, hiicre pelletine dokunmadan stipernatant atildi.
COken hiicreler Uzerine 5 mL besi yeri (%1 penisilin-streptomisin, %20 FBS, RPMI-1640)
eklendi, iyice kanstinlarak, 0,2 mL s hticre sayimi icin ayrildi.

100 pL tripan blue (% 0,4) ile 100 yL htcre stuspansiyonu karistirilarak, thoma
laminda hiicre sayim: yapildi. Hiicre sayis 5,2 x 10%ml olarak bulundu. Hiicre karisimi
RPMI-1640 ile 10 mL’ye tamamlanarak, Steril 96 kuyucuklu pleytlere kér kuyucuklar:
hari¢ kuyucuk basina 20 pL hicre sispansiyonu yani 1 X 10* hiicre eklendi. Kor
kuyucuklanna sadece 200 pL DMEM/F:12 konulurken, diger kuyucuklara hicre
stispansiyonu ile birlikte 170uL DMEM/F:12 eklendi. Pleytler, hicrelerin yapismasi igin
24 saatlik inkibasyona birakildi. 24 saatlik inkibasyon bitiminde, kontrol hiicreleri ve kor
kuyucuklarn hari¢ tim kuyucuklara uygun ekstraktlardan (son konsantrasyon O, 5, 10, 20
Kg propolis/ ml su, 0, 5, 10, 20 ug propolis/ ml DM SO ve 0, % 0,008 % 0,004 % 0,002
DMSO/ml olacak sekilde ) 10 ar puL eklendi ve tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi. O
konsantrasyonlar kontrol hticreleri olarak kabul edildi ve ekstrakt yerine kuyucuklara 10ul
DMEM/F:12 eklendi. 24 saatlik inklbasyonun bitmesine 4 saat kala her kuyucuga 10 ar
uL 3-(4,5-dimetiltiazol -2yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) eklenerek inkiibasyona
devam edildi. 24 saatlik inklibasyonun bitiminde kuyucuklara 200'er uyL DM SO: Etanol
(1:1) kansimu eklendi. Pleytler oda 1sisinda bir gece inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
bitiminde 570 nm de absorbandarn belirlendi ve hicre canlihg asagidaki formile goére
hesapland:.

Hesaplama: (81)

% Canlilik: [(A Ornek- A kor) / (A kontrol- A kor)] x 100 formdlt ile hesaplandi.
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3.2.2.4. Hiicrelerin Ekstraktlarla Muamele Edilmesi

PC-3 hucreleri L-Glutaminli, %10 FBS, %1 penisilintstreptomisin iceren RPMI
1640 besiyerinde %5 CO, ortaminda 37C°de T-75 lik flasklarda inkiibatorde cogaltildi.
Hucreler flaski kapladiktan sonra, hiicreler tripsinizasyon ile gjite edilerek, 400 g de 6 dak
santrifiijlendi. Coken hicre pelleti, 4 ml bes yeri ile ¢ozuldi. Hicreler, dort adet T-25'lik
flaska bolunerek, L-Glutaminli, %10 FBS, %1 penisilin + streptomisin iceren RPMI 1640
bes yerinde %5 CO, ortaminda 37C° de inkibatdrde cogaltildi. Prostat kanseri (PC-3)
hicreleri flask ylzeyinin % 80-90'lik kismuni kapladiktan bes yeri uzaklastirildi, FBS' u
uzaklastirmak icin iki kez steril PBS ile yikandi ve bes yeri tota hacim 5 ml olacak
sekilde % 0,5 BSA ve %1 penisilin + streptomisin iceren DMEM/F:12 olarak degistirildi.
Hucreler bu besi yerinde, hiicreleri yeni bes yerine adapte etmek icin 24 saat inkibe edildi.

Canlilik testi sonucuna gore hicrelerin son konsantrasyon 20 pg propolis /ml
DMSO-su ve % 0,008 DMSO olacak sekilde, ekstraktlar ile muamele edilmesine karar
verildi. PC-3 hucreleri, kontol calismas: hari¢ ekstraktlar ile muamele edildi. PC-3
hicreleri, propolisin sulu ve DMSO’lu ekstraktlart ve % 0,008 DMSO ile Tablo 13'de
goruldugt gibi muamele edildi ve %5 CO., 37C° de 24 saat inklbasyona birakildi. Her
ornek icin calisma tc kez yapildi. (39,463 ml DMEM/F:12 ve 208,8 UL BSA karistirilarak,
DMEM/F:12 ve BSA besiyeri karistmi hazirlandi)

Tablo 13. PC-3 hticrelerinin propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlar: ile muamele edilmesi

Deney No Eklenen Ekstrakt DMEM/F:12-BSA karisim
250 uyL DMEM/F:12 4750 pL
2 250 pL % 0,16 DM SO 4750 pL
3 250 pL 400 pg propolissml DMSO 4750 pL
4 250 uL 400 pg propolis/ml Su 4750 pL

3.2.2.5. Ekstraktlar ile Muamele Edilen PC-3 Hiicrelerinin Parcalanmasi

Ekstraktlar ile muamele edilen PC-3 hicreleri, 24 saatlik inkibasyon sireleri
dolduktan sonra modifiye edilen HNTG parcalama yontemi ile pargaland: (82).
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e Kullamlan Cozeltiler

1) Fosfat Tamponu (PBS) : 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g NaHPO4 ve 0.27 g
KH,PO, 800 ml distile su ile ¢ozuldu, pH’' st 7,4 e ayarlandiktan sonra hacmi 1
L'ye tamamlanci. Otoklavlandi ve 0,2 pm’lik sterilizasyon filtresinden
gegirilerek, +4 C° de sakland:.

2) Yikama Tamponu (25 mM Hepes, 25 mM NaCl, 10% gliserol, pH 7.5): 3,25 g

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etansiilfonik asit), 0,7305 g NaCl ve 50
ml gliserol 450 ml distile suda ¢ozildi, pH’ st 7,5 a ayarlandiktan sonra hacmi
500 ml’ye tamamlandi. 0,2 pum'lik sterilizasyon filtresinden gegirilerek, +4 C*
de sakland:.

3) On Liziz Tamponu (HNTG) (25mM Hepes, 25mM NaCl, 0.1% triton, 10%

glycerol, pH 7.5): 0,625 g HEPES, 0,146 g NaCl ve 10 ml gliserol 450 ml
distile suda ¢ozuldi, pH'st 7,5'a ayarlandiktan sonra 100 pL Triton X-100
eklenerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi. 0,2 pm’'lik sterilizasyon filtresinden
gegirilerek, +4 C° de sakland:.

4) Liziz tamponu : 3996 pL 6n liziz (HNTG) tamponu ve 4 pL Proteaz Inhibitor

kokteyli karistirildi. Kullamm 6nces taze olarak hazirlandh.

Proteaz Inhibitor Kokteylinin icerigi: 104 mM AEBSF, 80 uM Aprotinin, 2 mM
Leupeptin, 4mM Bestatin, 1,5 mM Pepstatin ve 1,4 mM E-64. ( serin proteazlari, sistein
proteazlan, asit proteazlan ve aminopeptidazlan inhibe etmek icin kullanlan bir
cozdtidir).

e Deneyin Yapihs1

1) ButUn ¢ozeltiler buz Gzerine yerlestirildi.

2) Inkiibasyon siiresi dolan hiicrelerin besi yeri bosaltilch ve flasklar buz lizerine
koyuldu.

3) Hucreler 2 ml steril PBS ile iki kez yikand1 (BSA’y1 uzaklastirmak igin) ve PBS
uzaklastirildh.

4) Hucreler 5 ml steril yikama tamponu ile iki kez yikand: ve yikama tamponu

uzaklastirildh.
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5) Hucrelerin Gzerine 500 pL steril liziz tamponu eklenerek, 10 dak buz Uzerinde
inkUbe edildi.

6) Flask yuzeyine yapismis olan hicreler, steril pastor pipeti ile kazinarak
parcalandi ve hiicre lizati steril 1,5 mL’lik ependorfa aktarildi.

7) Hucre lizatlar1, termomikserde +4 C° de 150 rpm de sirekli karistirilarak 1 saat
inkiibe edildi.

8) Hucre lizatlar1, 14.000 g de 10 dak santrifljjlendi ve stipernatant yeni 1,5 mL lik
ependorfa aktarildi.

9) Slpernatant tekrar 14.000 g de 10 dak santrifijlendi ve siipernatant yeni 1,5 mL
lik ependorfa aktarld.

10) Elde edilen hicre lizati, en dustk dizeyde kisa bir siire vortekslenerek,
aigotland ve SELDI-TOF-MSile analiz edilene kadar -80 C*’ de saklandh.

3.2.3. SELDI-TOF-MS Cihazmnin Kalibrasyonu
Cihazin kalibrasyonu molekul agirliklar: bilinen proteinleri iceren * ProteinChip All-
in-One-Protein Standart |1’ (Bio-Rad) standartlart kullamlarak yapildi. Standart molekiler

agirhigi kesin olarak bilinen yedi protein icermektedir ve tablo 14’ de gosterilmislerdir (64).

Tablo 14. ProteinChip All-in-One-Protein Standart 1’ ninicerig

Diisiik Molekiiler Agirhkl Standartlar Yiiksek Molekiiler Agwrhkli Standartlar

Protein Molekiler Agirligi, Da Protein Molekiler Agrrligi, Da

. . Karbonik anhidraz
Hirudin, rekombinant 6,964 . . 29,023
(bovine eritrositleri)

Sitokrom c (bovine) 12,230 Enola?z_ 46,671
(S. Cerevisiae)
Miyoglobin (equine) 16,951 Albumin (bovine) 66,433
Karbonik anhidraz

29,023 1gG (bovine 147,300
(bovine eritrositleri) 9G ( )

Standartlar, SPA ile karistirillarak NP20 cip dizinlerine firmamn onerdig kosullarda
yiklenerek, SELDI-TOFMS cihazinda (Ankara Universitess Hepatoloji Enstitiisii,
Ciphergen Biosystems, PCS4000 TOFRMS Persona Seri No: 5A1108P) andiz edildi.
Standartlarn yuklt oldugu spotlara kullanilan iki protokole (DUsuk lazer ve yuksek lazer

protokol ) gore atis yapildi. Cikan piklerle kalibrasyon yapildi ve her protokol icin kendi
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kalibrasyonu kullanildi. Kalibrasyon sonras c¢ikan piklerin molekiler agirliklar: kontrol
edildi. Dusik molekiler agirlikli Protein Standartlari Sekil 13'de, yiksek molekiler
agirlikh protein standartlar: Sekil 14’ de gosterilmistir.
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Sekil 13. Dusuk molekiler agirlikl1 protein standartlar:
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Sekil 14. Y Uksek molekiler agirlikli protein standartlar:

3.2.4. Hiicre Lizatlarmm SELDI Cip Dizinlerine Yiiklenmek Uzere

Hazirlanmasi

Calisma oncesinde SELDI icin kullamlan IMAC30, CM10, Q10 ve H50 olmak

Uzere farkli kimyasal yizeylerine sahip tim cip dizinlerine az miktarda hicre lizat
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ornekleri yuklenerek bir 6n ¢calisma yapildi. Bu 6n ¢alismaya gore, en iyi ayirt edici pikleri
veren CM10 ve Q10 cip dizinleri ¢calismann devam icin secildi ve ¢calisma bu ¢ip dizinleri
ile yapildi. Bu 0n c¢alisma sirasinda hticre lizatlari, DTT (ditiyotheritol)’'li ve DTT'siz
denaturasyon islemine maruz birakilarak cip dizinlerine yiklendi ve hicre lizatlarnnmn
CM10 cip dizini icin DTT’li denaturasyon islemine maruz birakilarak; Q10 ¢ip dizini icin
ise DTT’siz denaturasyon islemine maruz birakilarak cip dizinlerine yiklenmesine karar

verildi.

3.2.4.1. Hiicre Lizatlarimn SELDI Cip Dizinlerine Yiiklenmesi

Protein cip dizinlerindeki spotlar, belli fizikokimyasal karakterli (hidrofobik,
katyonik, anyonik, metal iyonu igeren veya hidrofilik) yiizeylerden olusur (48). Ornek,
direkt olarak Protein cip spotunun ytzeyine uygulanir. Uygun baglama tamponu icginde,
proteinler, spesifik ve spesifik olmayan etkilesimler vasitasiyla spot ylzeyine baglanir.
Spesifik olarak baglanmayan proteinler ve tuz ve deterjan gibi kontaminantlar, uygun
yikama tamponu ile yikama yapilarak uzaklastirilir. Enerji absorbe edici molekiller
(EAM) eklenir. Protein kitle profili, SELDI-TOF kditle spektrometresi ile belirlenir (60).

e Hiicre Lizatlarnmn SELDI CM10 Cip Dizinlerine Yiiklenmesi

Zayif Kayon Degisimi Ozelligindeki CM10 Protein c¢ip dizinleri, anaitin
yuzeyindeki pozitif yiklerle (lizin, arginin, histidin) etkilesen zayif anyonik karboksilat
gruplart igerir. Pozitif yuklu molekilleri baglar, yiksek izoelektrik noktasina (pl) sahip
proteinlerin analizi yapilir (64).

e Kullamlan Cozeltiler

1) DTT'li Denaturasyon tamponu [9 M dre, % 2 CHAPS (3-((3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propanesulfonate), 2 mM  DTT
(ditiyotheritol) 150 mM tris-HCI pH:9] : 27,03 g Ure, 1 g CHAPS, 0,154 g DTT
ve 0,9 g Tris tartilarak distile su ile ¢ozuldu,pH s1 9'a ayarlanarak hacim 50

ml’ ye tamamlandi.



2)

3)

4)

46
Baglama ve yikama tamponu (50 mM NHzAc % 0,1 Triton X-100 pH:4,0):
0,192 g amonyum asetat tartilarak ¢ozuldi ve 50 uL Triton X-100 eklenerek pH
s1 4,0 aayarlanarak, hacmi 50 ml’ ye tamamland.
% 1 lik TFA (Trifloroasetikasit): 198 pL dd su ve 2 puL stok TFA karistirilarak
hazirlandi. Kullamm 6ncesi taze olarak hazirlanmal idir.
SPA (Sinapinikasit) Energy absorbing molecule (EAM) : 5 mg toz SPA igeren
stok SPA Uzerine 125 plL %1 lik TFA ve 125 pL %100 [0k Asetonitril (ACN)
eklendi. 5 dak vortekslenerek, toz SPA’'nin iyice ¢ozinmesi saglandi. 10 dak
oda 1sisinda bekletildikten sonra 10.900 g de (en yiUksek devirde) 10 dak
santrifijleme yapilarak, c¢ozinmeyen partiklllerin ¢okmesi saglandi. SPA
kullanim Oncesi taze olarak hazirlanmalidir.

Deneyin Yapihsi

Ornekler, -80 °C’den cikartildi ve oda 1sisina gelmeleri beklendi. Cok kisa bir
sure vortekslendikten sonra 10.500 g de + 4°C’de 12 dak santriftijlendi ve buz
Uzerine koyuldu.

Buz Uzerinde, 15 pL hucre lizat1 ve 15 pL DTT'siz denaturasyon tamponu
karistinldi, oda 1sisinda 30 dak inkibe edildi. (Bu asamada Ornekler 1:2
oramnda dilte edildi)

Buz Uzerinde 25 L denature edilmis hiicre lizat1 ve 75 pL baglama tamponu
(50 mM NH4Ac (Amonyum Asetat) % 0,1 Triton X-100 pH:4,0) karistirildi.
(Bu asamada ornekler 1:2 oraminda dilUe edildi Hicre lizatlan net olarak 1:8
oraninda diltie edildi ve Protein ¢ip dizinlerindeki spotlara yiklenmeye hazir
hale getirildi.) Ornekler, ciplere yilklenene kadar buz iizerinde bekletildi.

CM10 Protein ¢ip dizinlerindeki spotlara 120 pL 50 mM NHsAc (Amonyum
Asetat) % 0,1 Triton X-100 pH:4,0 eklendi. Oda 1sinda 5 dak karigtirarak
inklbe edildi ve dokuldi. Bu islem U¢ kez yaplarak, spot yizeyleri
aktiflestirilerek, ornek yiklemeye hazir hale getirildi.

Spotlara, 90 puL denature edilerek, baglanma tamponu ile diltie edilmis hiicre
lizat1 eklendi.

Cip dizinleri, nemli ortamda surekli karistinlarak 1 saat 10 dak oda 1ssnda
inkibe edildi ve inkibasyon bitiminde dokuldd.
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7. Spotlara 145 pL yikama tamponu (50 mM NHzAc (Amonyum Asetat) % 0,1

Triton X-100 pH:4,0) eklendi. Odaisisinda 5 dak karistirilarak inktbe edildi ve

dokdldi. Buislem U¢ kez tekrarland.

8. Spotlar bir kez otoklavlanmis dd H2O ile yikand.
9. Odaisisindainkiibasyon yapilarak spotlarin ytizeylerinin kurumas: beklendi.

10. Spot ylizeyleri kuruduktan sonra, taze hazirlanmis 1uL SPA eklendi. islem iki

kez yapildi.

11. Protein ¢gip dizinleri, bir gece karanlik ortamda ve odaisisinda kurutuldu.
12. Protein ¢ip Dizinleri UZ-KS (TOF-MS)’ de analiz edildi.

Hiicre Lizatlarnmn SELDI Q10 Cip Dizinlerine Yiiklenmesi

Kuvvetli Anyon Degisimi Ozelligindeki Q10 Protein ¢ip dizini, Hedef proteinin

yuzeyindeki negatif yiklerle (Aspartik veya glutamik asit) etkilesen katyonik, kuaterner

amonyum gruplarn icerir. Negatif yukli molekilleri baglar. DUsUk izoelektrik noktasna

(p!) sahip proteinlerin analizi yapilir (64).

Kullanilan Cozeltiler

DTT'siz Denaturasyon tamponu [9 M ure, % 2 CHAPS (3-((3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propanesulfonate), 150 mM tris-HCl
pH:9] : 27,03 g Ure, 1 g CHAPS ve 0,9 g Tris tartilarak distile su ile ¢ozuldu,
pH st 9'aayarlanarak hacim 50 ml’ ye tamamlanch.

Baglama ve yikama Tamponu (50 mM Tris-HCI pH: 8,0 (Tris :121,14) : 54,51
g Tris tartilch yaklasik 40 ml distile suda ¢ozulerek Ph'st HCl ile 8,0 ‘a

ayarlanarak, hacmi 50 ml’ye tamamlandh.

Deneyin Yapihsi

Ornekler, -80 °C’den cikartildi ve oda 1sisina gelmeleri beklendi. Cok kisa bir
sure vortekslendikten sonra 10.500 g de + 4°C’de 12 dak santriftijlendi ve buz

Uzerine koyuldu.



48

2. Buz Uzerinde 15 pL hicre lizati ve 15 uL DTT’'siz denaturasyon tamponu
karistirildi, oda 1sisinda 30 dak inkibe edildi. (Bu asamada ornekler 1:2
oranindadiltie edildi)

3. Buz Uzerinde 25 pL denature edilmis hicre lizat1 ve 75 pL baglama tamponu
(50 mM Tris-HCI pH: 8,0) karistirildi. (Bu asamada 6rnekler 1:2 oramnda diltie
edildi Hucre lizatlan net olarak 1:8 oraminda dilte edildi ve Protein gip
dizinlerindeki spotlara yiklenmeye hazir hale getirildi.) Ornekler, cipe
yuklenene kadar buz tizerinde bekletildi.

4. Q10 Protein cip dizinlerindeki spotlara 120 uL 50 mM TrissHCI pH: 8,0
eklendi. Odai1snda5 dak karistirarak inktibe edildi ve dokuldu. Bu islem tg kez
yapilarak, spot yuzeyleri aktiflestirilerek, ornek yiklemeye hazir hale getirildi.

5. Spotlara, 90 pL denature edilerek, baglanma tamponu ile dilte edilmis hiicre
lizat1 eklendi.

6. Cip dizinleri, nemli ortamda strekli karstinlarak 1 saat 10 dak oda 1ssnda
inktbe edildi ve inklibasyon bitiminde dokaldi.

7. Spotlara 120 pL yikama tamponu (50 mM Tris-HCl pH: 8,0) eklendi. Oda
isisinda 5 dak karistirldlarak inkibe edildi ve dokdldd. Bu islem Ug kez
tekrarlandh.

8. Spotlar bir kez otoklavlanmis dd H,O ile yikandh.

9. Odaisisindainkibasyon yapilarak spotlarin ytzeylerinin kurumas: beklendi.

10. Spot yiizeyleri kuruduktan sonra, taze hazirlanmis 1uL SPA eklendi. islem iki
kez yapildi.

11. Protein ¢ip dizinleri, bir gece karanlik ortamda ve oda 1sisinda kurutul du.

12. Protein ¢ip Dizinleri UZ-KS (TOF-MS)’ de analiz edildi.

3.2.5. SELDI-TOF-MS ile Veri Olusturulmasi

Protein ¢ip dizinleri daha dnce optimize edilen protokollerde SELDI Protein ¢ip
Sistem Kitle Spektrometrisinde (Ciphergen Biosystems, Fremont; CA, USA) okutulup,
analiz edildi.

Hem CM10 hem de Q10 cip dizinleri icin, spektralar pozitif iyon modunda elde
edildi ve her spot disik lazer enerjili protokol ve yuksek lazer enerjili protokol olmak

Uzere iki farkh lazer dizeyinde analiz edildi. Duslk lazer enerjili protokolde, enerji
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seviyes 7000 nj; yuksek lazer enerjili protokolde ise 9000 nj olarak ayarlandi. Her iki ¢ip
molekuler agirlikli kitleler igin, ise 10 kDa dan 200 kDa' a kadar proteinler okutuldu. Ham
veri bu protokollerle otomatik olarak kaydedildikten sonra veriler Ciphergen Express
yazilimi, stirim 3.0.1. (Ciphergen Biosystems) ile analiz edildi.

Calisilan Orneklerin  spot degiskenligi, normalizasyon faktorii hesaplanarak
degerlendirildi. Normalizasyon, eklenen matriks miktari, proteinlerin zamanla degrede
olmas ve cihazdaki degisimler gibi bazi degiskenler nedeni ile meydana gelen spektra
farkliliklarina karst  spektra yogunluklarinin  lineer olarak  6lgeklendirilmesidir.
Normalizasyon faktorleri Ciphergen yazilimi ile hesaplanmistir. Toplam normalizasyon
faktorl ortalamasnin 2 standart sapmasi (mean+2SD) disinda kalan spektra verileri
cikartilarak, yuksek kaliteli spektralar tekrar normalize edildi ve analize devam edildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Normalize edilen verilerin andizi icin Ciphergen Express yazilimi, sirim 3.0.1. ile
‘Expression Difference Mapping (EDM) (Ekspresyon Farklihig Haritalandiriimasi)
olusturulmustur. EDM, 6rnek gruplarimn spektralarinda bulunan aym molekuler agirligina
sahip piklerin gruplandiriilmas ve bunlarin ekspresyon dizeylerindeki farkliliklarin
istatistiksel ve gorsel olarak gosterimi icin gerekli algoritmalari icermektedir. Veri islemes
sonrasinda olusturulan kiimeleme cizelgesinde (EDM) her cipteki spektralarda bulunan
pikler ve sayillar1 gorulebilmektedir. Kimeleme olusturulurken, pik belirleme icin
sinyal/gurultt (S/N) oram 1,0, piklerin cukur derinligi (valley depth) 3,0, minimal pik esig
tum spektralanin % 10'u ve pik genisligi 0,2 olarak secilmistir. Bu ayarlamalardan ‘p
degeri’ hesaplamas: yapilabilmektedir.

Ciphergen Express yaziliminda ikili gruplann istatistiksel karsilastirmas: icin
Mann-Whitney U testi, ikiden fazla grubun karsilastirmast icin Kruskal-Wallis tek-yonlt
varyans analizi kullamlmaktadir.

Analiz icin karsilastirilacak olan gruplar secildi ve yazilim ile uygun istatistiksel
yontem secilerek, p degeri < 0,05 olan gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu yorumu
yapilmistir. Istatistiksel andiz yapilirken ayrica duyarhlik (sensitivite) ve ozgillik
(spesifite) olclimi de yapildi. Bu, ROC ‘Receiver Operator Characteristics hesaplamas ile
degerlendirildi. ROC degeri, 1,0 veya 0,0’a ne kadar yakinsa iki grup icin degerlendirilen
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pikin duyarhlik/6zgullik oram o kadar yuksektir. Bu iki dl¢ltin yaninda pik
yogunlugunun yiksek veya distk olmas da 6énemli bir dlcittir. Bu calismada p degeri <
0,05 ve ROC degeri > 0,8 veya< 0,2 olan pikler ayirt edici pikler olarak degerlendirildi.

Bu calismada PC-3 hicre lizat1, 20 pg propolis /ml DM SO ve % 0,008 DMSO ile
muamele edilen PC-3 hicre lizati1 arasinda ve PC-3 huicre lizati, 20 pg propolis /ml su ile
muamele edilen PC-3 hicre lizai arasinda istatistiksel karsilastirma  yapilarak,
degerlendirme yapildi.



4. BULGULAR

4.1. Ekstraktlarda Polifenol, Flavonoid, Demir Indirgeyici Antioksidan

Potansiyel ve Total Antioksidan Kapasite Tayini Sonu¢lan

Propolisn DMSO’lu ekstraktindaki polifenol miktar1 (48,69 £ 7,78 mg GA/g
propolis), propolisin sulu ekstraktindaki polifenol miktarinin (9,24 + 0,5 mg GA/g
propolis) yaklasik 5 katidir. Propolisin DM SO’ lu ekstraktindaki flavonoid miktar: (12,94 +
1,6 mg K/g propolis), propolisin sulu ekstraktindaki flavonoid miktarimin (2,14 + 1,5 mg
K/g propolis) yaklasik 6 katidir. Propolisn DMSO'’lu ekstraktintnin demir indirgeyici
antioksidan potansiyeli (59,53 £ 17,3 mg Tro/g propolis), propolisin sulu ekstraktindaki
demir indirgeyici antioksidan potansiyelinin (22,65 + 5,8 mg Tro/g propolis) yaklasik 2,6
katidir. Propolisin DMSO’lu ekstraktinin total antioksidan kapasites (8,82 + 2,95 mmol
Tro / 100 g propolis), propolisin sulu ekstraktinin total antioksidan kapasitesinin (4,97 +
0,8 mmol Tro/ 100 g propolis) yaklasik 1,7 katidr.

Y aptigimiz calismalar sonucu, propolisin DM SO ekstraktinin, sulu ekstraktina gore
polifenol, flavonoid icgerigi ve antioksidan potansiyeli agcisindan daha zengin oldugunu
bulduk. Propolisin DMSO ekstrakti bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinen
flavonoidler acisindan sulu ekstrakta gore daha zengin olarak bulundu. Ekstraktlarin total
antioksidan kapasiteleri ve demir indirgeyici antioksidan potansiyelleri, iceriklerindeki
polifenol ve flavonoid miktarlar ile dogru orantilidir. Sonuglar Sekil 15, 16, 17 ve 18 de
gosterilmistir. Grafikte verilen degerler, ortalama = 1standart sapma (SD) degerleridir.
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Sekil 15. Propolisin DM SO’ lu ve sulu ekstraktlarinda polifenol miktar: (Ortalama +

1SD mg GA /g propolis)
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Sekil 16. Propolisin DMSO’lu ve sulu ekstraktlarinda flavonoid miktar: (Ortalama
+ 1SD mg K /g propolis)
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Sekil 17. Propolisin DMSO'lu ve sulu ekstraktlarindademir indirgeyici antioksidan
potansiyel (FRAP) sonuclari (Ortalama+ 1SD mg Tro/ propolis)
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Sekil 18. Propolisin DMSO’lu ve sulu ekstraktlarinda total antioksidan kapasite
(TAS) sonuclarn (Ortalama+ 1SD mmol Tro/ 100 g propolis)

4.2. Ekstraktlarla Muamele Edilen PC-3 Hiicrelerinin Canhlik Testi Sonuclari
DMSO cozdltileri ile muamele edilen PC-3 hicrelerinin canliligi % 72,4 ve 75,04

arasindadir. Propolisin DM SO ekstraktlar: ile muamele edilen PC-3 htcrelerinin canliligt
% 24,5 ve 50,0 arasindadir. DM SO tek basina hiicre canliligim ¢ok fazla distirmemistir
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fakat Propolisin DM SO ekstraktlar: hiicre canliligim % 24’ e kadar duisUrmUstdr. Propolisin
sulu ekstraktlar: ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin canliligi % 17,7 ve 33,3 arasindadr.
20 pg propolis /ml DM SO ekstrakti, hiicre canliligim % 24,5'e; 20 pg propolis /ml su
ekstrakti ise % 17,7’ e distrmistir. 20 pg propolis/ ml DM SO ekstrakt ile aym yizdedeki
DMSO cozeltisi ile muamele edilen PC-3 hucrelerinin canliligr % 75,04'tlr. Propolisin
DMSO’lu ve sulu ekstraktlar1 ve DM SO ¢ozdltileri ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin
% canliliklan Sekil 19'da gosterilmistir.

100,00
7500 T T T

50,00 T

% CANLILIK

2500 T

75,04 72,41 72,67

000 =
D-EKST-1D-EKST-2 D-EKST-3 DMSO1 DMS0O2 DMSO3 SEKST-1 SEKST-2 SEKST-3

Sekil 19. Propolisin DMSO'lu ve sulu ekstraktlar: ile muamele edilen PC-3

hicrelerinin % canliliklan

4.3. Ekstraktlarla Muamele Edilen PC-3 hiicrelerinin SELDI-TOF-MS Analizi

Sonuclan

Ciphergen Express yazilimi, sirim 3.0.1. ile normalize edilen veriler icin
ekspresyon farkliligi haritalandiriimas olusturuldu ve veriler anaiz edildi. Veri islemes
sonrasinda olusturulan kiimeleme ¢izelgesinde her cipteki spektralarda bulunan pikler ve
sayilar1 goruntilendi. Yogunluklar: yiuksek olan ve p degeri oldukca kiguk olan piklerin
karsilastirmal1 pik spektrumlar1 ve jel gorintileri aindi. Bazi piklerin pik spektrumlar: ve
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jel goruntuleri, yakinlarinda bulunan yogunlugu yiksek olan bir pikin onlar1 baskilamas
nedeniyle el de edilemedi.

4.3.1. CM10 Protein c¢ip Dizinine Diisiik Enerji Seviyesinde Uygulanan

Orneklerin Sonugclar

CM10 dizinine dusik lazer enerjisinde uygulanan orneklerde Ciphergen Express
yazilim: kullanlarak normalize edilen veriler igin ekspresyon farkliligi haritalandiriimasi
olusturuldu ve veriler analiz edildi. 184 adet pik tespit edildi. Orneklerin genel pik
spektrumlar: Sekil 17’ de gosterilmistir.
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Sekil 20. CM 10 dizinine dusUk lazer enerjisinde uygulanan 6rneklerin pik spektrumlari

% 0,008 DM SO c¢ozdltisi, 20 pg propolissml DMSO ekstrakti ile muamele edilen
PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3 hucrelerinin karsilastinlmasinda, protein ekspresyonunda
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m/z degerleri 14.424, 33.303, 32.800, 20,709, 27.294, 21.139 ve 5.141 Da olan yedi pikte
istatistiksel olarak anlaml degisiklik belirlendi.

Tablo 15. % 0,008 DMSO c¢ozeltisi, 20 pug propoliml DMSO ekstrakti ile muamele

edilen PC-3 hucréeri

ile kontrol

PC-3 hucréelerinin  karsilastirilmasnin

istatistiksel analiz sonuglari (CM 10, distk lazer enerjisi protokol (i)

Pik  p-degeri M/Z (Da) Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk
1 0,0230 14.423 14.424 5514
2 0,0263 33.358 33.303 0,129
3 0,0296 32.816 32.800 0,217
4 0,0373 20.737 20.709 0,714
5 0,0387 27.293 27.294 0,209
6 0,0488 21.138 21.139 0,763
7 0,0497 5.143 5.141 8,320

% 0,008 DM SO c¢ozeltis, m/z degerleri 14.424 Da, 33.303 Da, 20.709 Da, 21.139

Dave 5.141 Da olan piklerin ekspresyonunu artirirken; m/z degerleri, 32.800 Dave 27.294

Daolan piklerin ekspresyonunu azaltti.

20 pg propolisml DMSO ekstrakti, m/z degerleri 14.424 Da ve 20.709 Da olan

piklerin ekspresyonunu artirirken; m/z degerleri 33.303 Da, 32.800 Da, 27.294 Da, 21.139
Dave 5.141 Daolan piklerin ekspresyonunu azaltti.

20 pg propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3

hicrelerinin karsilastirilmasnda, protein ekspresyonunda m/z degerleri 6.268, 16.042,
24.664, 24.810, 32.043 Daolan bes pikte istatistiksel olarak anlamli degisiklik belirlendi.

Tablo 16. 20 pg propolis/ml su ekstrakt: ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-

3 hiicrelerinin karsilastirilmasnin istatistiksel analiz sonucu (CM 10, dustk |azer

enerjisi protokol i)

Pik p-degeri

ROC area M/Z (Da)

Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk

1

a b~ WODN

0,0209
0,0209
0,0209
0,0433
0,0433

1
1
1

0,9375
0,0625

6.266
16.024
24.662
24.805
32.055

6.268
16.042
24.662
24.810
32.043

5,523
3,381
1,473
1,715
0,119
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20 pg propolis/ml su ekstrakti, m/z degerleri 6.268 Da, 16.042 Da, 24.664 Da ve
24.810 Da olan piklerin ekspresyonunu artirirken; m/z degeri 32.043 Da olan pikin

4.3.2. CM10 Protein c¢ip Dizinine Yiiksek Enerji Seviyesinde Uygulanan

Orneklerin Sonuglan

CM10 dizinine yuksek lazer enerjisinde uygulanan orneklerde Ciphergen Express

yazilimi kullanlarak normalize edilen veriler icin ekspresyon farkliligi haritalandiriimasi

olusturuldu ve veriler analiz edildi. 88 adet pik tespit edildi. Orneklerin gend pik

spektrumlar: Sekil 20’ de gosterilmistir.

Ui

uA

ud

Ut

< » » Pagetotd (lu| = lu | Hide pesklabel

50000

NIEIEEE

100000

150000

400
300
200
100 L

300
200
100

200
100
o

300
200
100

50000

100000

150000

11703 8085 _spotB_2.8

11703 18989 _spotG_2 6

1170318984 _spatH_2.4

1170318085 _spotA_2 6

«

UA

uA

ud

uk

< % ¥ pageiofi [Au = lu | Hide peaklabel

10000

20000

aE:

30000

<

40000

50000

400
300
200

100
(v]

300
200

100
o

200

100
0 — b

300
200

100
0

10000

20000

30000

40000

50000

1170318985 _spotB_2.6

1170318984 _spot G_2.6

1170318984 _spatH 2.0

1170318085 _spotA 25

Sekil 21. CM 10 dizinine yuksek lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik spektrumlar:
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% 0,008 DM SO c¢ozdltisi, 20 pg propolis'ml DM SO ekstrakti ile muamele edilen

PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3 hiicrelerinin karsilastinlmasinda, protein ekspresyonunda
m/z degeri 12.663 Daolan bir pikte istatistiksel olarak anlamli degisiklik belirlendi.

Tablo 17. % 0,008 DMSO ¢ozeltisi, 20 pug propolissml DMSO ekstrakti ile muamele
edilen PC-3 hcreleri ile kontrol PC-3 hicrelerinin  karsilastirilmasnin
istatistiksel analiz sonucu (CM 10, yiksek lazer enerji protokol i)

Pik  p-degeri M/Z (Da) Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk
1 0,0345 12.665 12.663 10.323

12.663 Da m/z degerine sahip olan pikin ekspresyonunu % 0,008 DM SO c¢ozeltisi
ve 20 ug propolis'ml DM SO ekstrakt: artirdh.

20 ug propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3
hicrelerinin  karsilastinlmasinda, protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml:
degisiklik olan bir pik belirlenmedi.

4.3.3. Q10 Protein ¢ip Dizinine Diisiik Enerji Seviyesinde Uygulanan

Orneklerin Sonuclar

Q10 dizinine disuk lazer enerjisinde uygulanan ¢rneklerde Ciphergen Express
yazilimi kullanlarak normdize edilen veriler icin ekspresyon farkliligi haritalandiriimasi
olusturuldu ve veriler analiz edildi. 166 adet pik tespit edildi. Orneklerin genel pik
spektrumlar: Sekil 22’ de gosterilmistir.
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Sekil 22. Q10 dizinine diisUk lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik spektrumlar:

% 0,008 DM SO c¢ozdltisi, 20 pg propolissml DMSO ekstrakti ile muamele edilen
PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3 hicrelerinin karsilastinlmasinda, protein ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli degisiklik olan bir pik belirlenmedi.

20 pg propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3
hiucrelerinin karsilastirilmasinda, protein ekspresyonunda m/z degerlei 10.350 ve 11.605
Daolan iki pikteistatistiksel olarak anlaml1 degisiklik belirlendi.

Tablo18. 20 pg propolis/ml su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-
3 hicrelerinin karsilastinlmasinin istatistiksel analiz sonucu ( Q10, dustk |azer

enerji protokol )

Pik p-degeri ROC area M/Z (Da) Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk
1 0,0209 1 10.351 10.350 81,568
2 0,0209 0 11.605 11.603 16,715
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Sekil 23. DUsuk lazer enerjisinde Q10 ¢ip dizinine yuklenen drneklerde, 20 pg propolis/ml
su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hticrelerinin kontrol PC-3 hiicrelerinin genel

azaltti.

pik spektrumu

m/z degeri 11.603 Da olan pikin ekspresyonunu, 20 pg propolis'/ml su ekstrakti
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Sekil 24. Q10 protein ¢ip dizininde disUk enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakt ile

muamele edilen érneklerde m/z degeri 11.603 Da olan pikin ekspresyonundaki

degisimin barl1 grafigi
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Sekil 25. Q10 Protein ¢ip dizininde distk enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakti ile
muamel e edilen drneklerde m/z degeri 11.603 Da olan pik igin pik spektrumu
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Sekil 26. Q10 Protein ¢ip dizininde distk enerjili protokolde propolisin sulu ekstrakti ile
muamele edilen drneklerde m/z degeri 11.603 Da olan pik i¢in jel goruntisi

4.3.4. Q10 Protein c¢ip Dizinine Yiiksek Enerji Seviyesinde Uygulanan

Orneklerin Sonuclar

Q10 dizinine yiksek lazer enerjisinde uygulanan 6rneklerde Ciphergen Express
yazilimi kullanlarak normalize edilen veriler icin ekspresyon farkliligi haritalandiriimasi
olusturuldu ve veriler analiz edildi. 297 adet pik tespit edildi. Orneklerin genel pik
spektrumlar: Sekil 28’ de gosterilmistir.
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Sekil 27. Q10 dizinine yiksek lazer enerjisinde uygulanan érneklerin pik spektrumlar

% 0,008 DM SO c¢ozdltisi, 20 pg propolissml DMSO ekstrakti ile muamele edilen
PC-3 hiicreleri ile kontrol PC-3 hicrelerinin karsilastinlmasinda, protein ekspresyonunda
m/z degerleri 61.257, 108.529, 144.776, 84.341 ve 85.994 Da olan bes pikte istatistiksel
olarak anlamli degisiklik belirlendi.
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Tablo 19. % 0,008 DMSO c¢ozeltisi, 20 pug propolisml DMSO ekstrakti ile muamele
edilen PC-3 hicrderi ile kontrol PC-3 hicrderinin karsilastiriimasinin

istatistiksel analiz sonucu (Q10, yuksek lazer enerji protokol 1)

Pik  p-degeri M/Z (Da) Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk
1 0,0237 61.301 61.257 0,043
2 0,0281 108.516 108.529 0,011
3 0,0404 144.802 144.776 0,017
4 0,0486 84.346 84.341 0,060
5 0,0486 85.989 85.994 0,034

20 pg propolissml DMSO ekstrakt, m/z degeri 14.776 Da olan pikin
ekspresyonunu artinrken; m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da, 84.341 Da ve 85.994 Da
olan piklerin ekspresyonunu azaltti.

% 0,008 DMSO cozeltisi, m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da, 144.776 Da,
84.341 Dave 85.994 Da olan piklerin ekspresyonunu azaltti.

20 pg propolisg/su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hucreleri ile kontrol PC-3
hiucrelerinin karsilastirilmasinda, protein ekspresyonunda m/z degerleri 84.348, 87.529,
89.004, 102.007, 144.762, 10.891, 13.575, 85.989, 94.605 ve 104.407 Da olan on pikte
istatistiksel olarak anlaml degisiklik belirlendi.

Tablo 20. 20 pg propolis/su ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3
hicrelerinin karsilastirilmasinin istatistiksel analiz sonucu (Q10, yuksek lazer

enerjisi protokol)

Pik p-degeri ROC area M/Z (Da) Ortalama M/Z (Da) Ortalama yogunluk

1 00209 0 84.346 84.348 0,037
20,0209 0 87.532 87.529 0,016
30,0209 0 89.042 89.004 0,021
4  0,0209 0 101.998 102.007 0,013
5  0,0209 0 144.802 144.762 0,011
6 00433 0,9375 10.891 10.891 3,121
70,0433 0,0625 13.565 13.575 5,780
8 00433 0,0625 85.989 85.989 0,019
9 00433 0,0625 94.584 94.605 0,019
10 10,0433 0,0625 104.405 104.407 0,020
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20 pg propolis/su ekstrakti, m/z degerleri 84.348 Da, 87.529 Da, 89.004 Da,

102.007 Da, 144.762 Da, 13.575 Da, 85.989 Da, 94.605 Da ve 104.407 Da olan dokuz
pikin ekspresyonunu azaltirken; m/z degeri 10.891 Da olan pikin ekspresyonunu artirdi.

Kontrol PC-3 hicrelerinin ve % 0,008 DMSO ve 20 pg/mi DMSO-propolis

ekstrakt: ile muamele edilen PC-3 hticrelerinin CM10 ve Q10 ¢ip dizinlerine uygulanip,

anaiz edilmesi sonucu elde edilen ekspresyon degisimleri sonuclari Tablo 21'de

Ozetlenmigtir.

Tablo 21. Kontrol PC-3 hicrelerinin ve % 0,008 DM SO ve 20 pg/ml DM SO-propolis
ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hticrelerinin ekspresyon degisimi sonuglari

Cip tiirii Protokol m/z (Da) % 0,008 DMSO p 20 pg/ml DMSO-propolis p

14.424 0 0,0230 " 0,0230
33.303 0 0,0263 ! 0,0263
32.800 ! 0,0296 1 0,0296
CM10 DUstk Enerji ~ 20.709 1" 0,0373 1 0,0373
27.294 ! 0,0387 1 0,0387
21.139 0 0,0488 ! 0,0488
5.141 1 0,0497 ! 0,0497
Yiksek Enerji  12.663 0 0,0345 M 0,0345
Disuk Enerji Yok Yok
61.257 ! 0,0237 1 0,0237
010 108.529 ! 0,0281 i 0,0281
Yiksek Enerji  144.776 ! 0,0404 1 0,0404
84.341 1! 0,0486 ! 0,0486
85.994 1! 0,0486 ! 0,0486

Kontrol PC-3 hicrelerinin ve 20 pg/ml su-propolis ekstrakti ile muamele edilen
PC-3 hucrelerinin CM10 ve Q10 c¢ip dizinlerine uygulanip, analiz edilmesi sonucu elde
edilen ekspresyon degisimleri Tablo 22’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 22. Kontrol PC-3 hicrelerinin ve % 0,008 DMSO ve 20 pg/ml DM SO-propolis
ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin ekspresyon degisimi sonuclari

Cip tiirii Protokol m/z (Da) 20 pg/ml su-propolis p
6.268 1 0,0209
16.042 1 0,0209
Dusuk Enerji 24.664 1 0,0209
CM10

24.810 1 0,0433
32.043 l 0,0387

Y Uksek Enerji Yok Yok
N 10.350 1 0,0209

Dusuk enerji
11.603 l 0,0209
84.348 l 0,0209
87.529 l 0,0209
89.004 l 0,0209
102.007 l 0,0209
Q10 N 144.762 l 0,0209
Y Uksek Enerji

10.891 1 0,0433
13.575 l 0,0433
85.989 l 0,0433
94.605 l 0,0433
104.407 l 0,0433




5. TARTISMA

Son yillarda, diyetin hastaliklart 6nlemek ve tedavi etmekte énemli rol oynadigi
yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (7). Diyetsel faktorler insan sagliginda ve kanserin
de dahil oldugu baz1 kronik hastaliklarin gelisiminde dnemli bir rol oynar. Baz: yiyecekler
mutgenler velveya karsinojenler kadar anti-tumor bilesikler de igerir. Birgok arastirmanin
hedefi, kanserin onlenmes velveya tedavisinde kullamlabilecek doga ve sentetik
bilesikleri kesfetmektir (83).

Beslenmenin temel kavramlari onemli bir degisikli ge dogru ilerlemis ve *optimum
beslenme kavrami ortaya gikartilmistir. Optimum beslenme, besinleri ( karbohidratlar,
proteinler, yaglar, vitaminler, mineraller) her bir organik ihtiyaci giderecek yeterli
miktarda saglayan, saglig destekleyen ve belli hastaliklarin gelisim riskini distren diyet
olarak; bu kosullan saglayan besinler de ‘fonksiyonel besinler’ olarak tanmlanmustir (7).

Fonksiyonel besin dogal olabilir veya onun temel bilesenlerinin bir veya daha
fazlasimin elimine edilmesi veya modifiye edilmesi vasitaayla elde edilebilir. Bir besini
fonksiyonel hale getirmek icin o besine birgok bilesik eklenmektedir. Eklenen bu bilesikler
arasinda -3 yagg asitleri, vitaminler, probiyotikler, prebiyotikler, simbiyotikler, fiber,
fitokimyasallar, biyoaktif peptidler yer almaktadir. Fonksiyonel besinlerin karakteristik
Ozelliklerine sahip olan besinler araana ar1 kovanlarindan elde edilen bal, propolis ve ar1
sttt de dahil edilebilir (7).

Propolis, ya da diger aciyla ‘bee glue’bitkilerin tomurcuk ve terlerinden bal arilar
(Apis mellifera) tarafindan toplanan ve ar1 enzimlerinin varliginda donustirdlen recinemsi
maddenin jenerik ismidir (1, 4). Arilar, propolisi kovanlarindaki oyuklar kapatmak,
kovanin i¢ duvarlarint stvamak, bircok yapiyr tamir etmek, girisi davetsiz misafirlere karsi
korumak ve kovan igindeki 6lmus olan istilacilarin cesetlerini mumyalamak icin kullanirlar
(1-3,5).

Propolisin kompozisyonu, propolisin toplandigi bdlgedeki yerel bitki OrtUstinde

anlar tarafindan kullamlan bitki tdrleri, toplanan bitki bilesenleri, toplama mevsimi, iklim,
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anlarin beslenme tipi ve kralice aridaki genetik cesitlilik gibi faktorlere bagli olarak
cesitlilik gosterir. (2, 5-9). Kimyasal analizler, propolisin kompozisyonunda en az 300
bilesenin varligina dikkat gcekmektedir. Bu organik bilesenlerin arasinda, fenolik bilesikler
ve esterleri, her formunda flavonoidier (flavonoller, flavonlar, flavononlar,
dihidroflavonoller ve kalkonlar (chalcones)), terpenler, beta-steroidler, aromatik asitler,
aromatik aldehitler ve akoller, seskuiterpenler, stilben terpenler ve kafeik asit fenil esteri
(CAPE) bulunmaktadir (7, 51). Propolisin anti-bakteria (6, 10) , anti-viral (10-11), anti-
funga (9-10), anti-karyojenik (8), anti-tlser (12), immunomodulator (13), anti-
inflammatuar (14), anti-oksidan (15), hepatoprotektif (16), anestezik (1), anti-timor (17-
18), anti-kanser (19-20), radyoprotektif (21), néroprotektif (22), anti-proliferatif (23-24) ve
tumor indUklt anjiogeneze kars1 koruyucu (25) gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip
oldugu yapilan arastirmal arla gosterilmistir. Propolis 6rneklerinden izole edilen bilegiklerin
en blydk grubu, bitki aleminde oldukca yaygin olan flavonoid pigmentleridir (3, 15).
Propolisin farmakolojik 6zellikleri, gogunlukla flavonoidlerin varligina atfedilmektedir.
Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antihepatotoksik, antikanser, antiviral ve antibakterial
aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir. Yaygin bir gortse gore, flavonoidlerin biyolojik
aktiviteleri, serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyucu yetenege sahip olmalarn ile
iligkilidir (26).

Propolisin kullanimi, MO 300 gibi cok eski zamanlara kadar dayanmaktadir ve
dinyanin bir¢ok bolgesinde hem internal hem de eksternal olarak yoresel halk ilaci olarak
kullamlmustir (2). Son zamanlarda, propolis sagligi gelistirmek ve hastaliklari 6nlemek icin
yiyecek ve icecekler icinde kullaniimaktadir (4) . Propolisin insan saglhigin gelistirdigi ve
inflamasyon, kalp hastalig1 ve hatta kanser gibi hastaliklar1 onledigi distnilmektedir (23,
16).

Daha 6nce Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
D1’ nda Trabzon ilinden toplanan propolis ve toplanan polen érnekleri ile bazi ¢alismalar
yapilmistir. Gerigelmez ve Colak yaptiklari calismalarda polenin sulu ve PBS|u ve
propolisin DM SO 'lu ekstraktlarinin HL-60 miyeloid hicre serilerinde kaspaz-3 aktivitesini
farkl: oranlarda artirarak kanser hiicrelerini apopitoza sirikledigi flowsitometrik analizler
sonucu ortaya koyuldu. Bu ¢alismalarda 0.5-0.25 mg/ml’lik propolis DM SO ekstraktlarinin
HL-60 kanser hiicrelerinde hem apopitoza hem differansiasyonasebep oldugu bildirilmistir
(27-28). Aliyazicioglu ve arkadaglarinin KML-562 kanser hiicrelerini kullanarak yaptiklar
bir calismada ise polen ve propolisin DMSO ekstraktlarimin konsantrasyona bagli olarak
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solunumsal patlamay: inhibe ettigi flowsitometrik analizlerle ortaya koyuldu ve polen ve
propolis ekstraktlarinin bu etkiyi antioksidan 6zellikleri ile gerceklestirdigi savunulmustur
(29). Barlak tarafindan yapilan diger bir calismada ise solunumsal patlama sonrasi
propolisn DMSO ekstraktlarimin PMN [6kositlerinden PMN elastaz salimmina etkisi
incelendi. Solunumsal patlamanin uyarildigt PMA’l1 drneklerde propolis konsantrasyonu
artttkca hem PMN elastaz salimm: hem de solunumsa patlamanin azaldigi, PMA’siz
orneklerde ise PMN elastaz salimminin propolis ekstrakti ilave edilmeyenlere goére bir
miktar azaldigi ancak solunumsal patlamada bir farklilik olmadigi tespit edilmistir.
Bdylece propolisin anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugu teyit edilmis oldu (30).

Kanser, birgok genetik ve cevresel faktbrin etkilesimi  sonucu olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir (33). Prostat kanseri, ABD’de ve diger bati Ulkelerindeki
erkek kanserlerinin en sk olanidir ve ABD’de erkek kanser olimlerine yol agan ikinci
kanserdir (24, 45).

Porsuk agacindan elde edilen paclitaxel’in semi-sentetik bir tirevi olan Doc,
prostat, meme, gastrik, bas ve boyun ve akciger kanserinin tedavisinde kullamlan Gmit
verici bir anti-kanser ilactir. Doc’un kullanimu ile ortaya gkan problemlerden bir tanes
yuksek dozlar ileiliskili olan toksisitedir. Bu nedenle Doc gibi etkin bir sekilde fonksiyon
gosteren fakat toksik etkiye neden olmayan yeni ganlarin kesfedilmesine ihtiyac vardir
(84).

Prostat kanseri hastalarini tedavi etmek icin prostatektomi, radyasyon terapisi ve
hormon tedavis kullamlmasina ragmen, prostat kanserinin tekrarlamas: ve metastaz,
prostat kanseri terapisindeki baslica problemlerdir. Buginki kullanilabilir tedaviler
cogunluklaidrar tutamama, erektik fonksiyon kaylbr gibi yan etkilere yol agmaktadir (24).

Bu nedenle, prostat kanserinin tedavisi ve Onlenmesi icin yeni terapotik
yaklasimlaraihtiyag vardir. Son calismalar, bircok diyetsel kanser kemopreventiv gjanlarin
prostat kanserinin insidanan distrmek igin Umit verici stratejiler sagladigim gostermistir
(45). Selenyum, E ve D vitaminleri, likopen, izoflavonoidler ve disuk yagh diyet
tuketiminin prostat kanseri riskini dusurdigtine dair deliller vardir (46).

Propolisin iceriginde de bol miltarda bulunan flavonoidlerin, gozlenen in vitro
biyolojik etkileri arasnda, serbest radikal yakalama, hiicresel proliferasyonu inhibe etme
gibi aktiviteler verdir. Flavonoidierin  kemopreventiv  aktiviteleri onlann yamsa

Ozelliklerine baglhidir (66). Dogal flavonoidlerin kullammm: kanser terapisinin yeni
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yaklasimi, tedavinin kalitesini gelistirmek ve kanser ve anti kanser ilaglara karsi
maksimum koruma saglamak icin arastirilmaktadir (33).

Banskota ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hollanda propolisinin
metanolik ekstraktinin murin kolon 26-L5 karsinoma hicrelerine karsi antiproliferatif
aktivite gosterdigi (EC degeri: 3.5 pg/ml) belirlendi. Bu sonug zerine metanolik
ekstrakttan izole edilen dort flavonoidin, yedi sinnamik asit turevinin ve iki gliserol
turevinin murin kolon 26-L5, B16-BL6 melanoma, insan HT-1080 fibrokarsinoma ve insan
akciger A549 adenokarsinoma hicre serilerine karsi antiproliferatif aktivitelerini
incelediler. Benzil (EC50: 0.288 uM), fenetil (EC50: 1.76 uM) ve sinnamil kaffeatlarinin
(EC50: 0.114 pM) 26-L5 karsinoma hiicrelerine kars1 kuvvetli antiproliferatif aktiviteye
sahip oldugunu belirlediler. Bu kaffeatlarin DPPH (Difenilpikrilhidrazil) radikali yakalama
aktivitesini Olctiler ve yuksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu buldular. Hollanda
propolisinin antiproliferatif aktivitesinin aktif bilesenlerinin kaffeatlar oldugu ve bu etkiyi
antioksidan aktiviteleri vasitasiyla gosterdikleri sonucunavardilar (23).

Russo ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada iliman bir iklime sahip olan
merkez Sili’den elde edilen propolisin etanolik ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve KB
(insan ag1z epidermoid karsinoma hticreleri), Caco-2 (Kolon adenokarsinoma hticreleri) ve
DU-145 (androjen-sensitiv prostat kanser hicreleri)’'ne karsi antiproliferatif aktivites
incelendi. Sili propolisinin etanolik ekstraktimn total fenolik icerigini % 63.88 olarak
belirlediler. Ekstraktin farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 40, 80 pug/ml) DPPH serbest
radikal yakalama aktivitesini olctller ve ekstraktin konsantrasyon-bagimli olarak aktivite
gosterdigini belirlediler. Ayrica ekstraktin doz-bagimli slperoksit radikali yakalama
etkisini de belirleyerek, 0.78 pg/ml ekstraktin 80 mU/ml SOD (sliperoksit dismutaz)
aktivitesine karsilik geldigini buldular. 80ug/ml ekstrakt konsantrasyonunda KB, Caco-2
ve D145 hicreleri ile 72 saat inkiibasyon sonras hiicre canliligim srayla %9, %45 ve %23
olarak belirlediler. Yazarlar, Sili propolisinin fenolik icerigi ile korrele olarak serbest
radikalleri yakalama kapasitesi ve tumor hticrelerinin blyimesini inhibe etme kapasitesine
sahip oldugu sonucuna vardilar. Sili propolisinin etanolik ekstraktinin intraselltler reaktif
oksijen turleri miktarlarimi module ederek, antiproliferatif aktivite gosterdigini onerdiler
(85).

Carballo ve arkadagslar1 Kiba propolisi ile ¢esitli hticre serilerinde (kolon, over ve
prostat karsinoma, noroblastoma) yaptiklan calismada propolisin 5-23ug/ml’lik
konsantrasyonlarda (1Cso) kanser hiicrelerine sitotoksik etki yaptigini bildirdiler. Kiba
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propoliss PC-3 hicrelerinde 10pg/ml’lik  konsantrasyonda, LNCap hicrelerinde
12.3pug/ml’lik konsantrasyonda sitotoksik etki gosterdi. Bu calismada kullanilan kanser
hicreleri immuniteden bagimsiz oldugu icin Kiba propolisinin anti-tumoral  etkisini
immunmodule edici etkisinden ziyade direkt sitotoksik etkisiyle gergeklestirdigi savunuldu
(86).

Aso ve arkadaslari, insan histiolitik lenfoma U937 hicrelerinin bluyimesi Uzerine
Brezilya propolisinin etanolik ekstraktinin liyofilize edilmes ile elde edilmis olan CB
propolisinin (Brezilya propolisinin kurutulmus etanolik ekstrakti) etkisini arastirdilar.
Propolisin hiicrelerin bliyimesini ve makromolekiler sentezi doz va zaman bagimh olarak
apopitoz ile gucll bir sekilde inhibe ettigini buldular. 0.015-0.5 pl/ml konsantrasyonunda 3
gun muamele ile antitimor aktivite gosterdigini ve IC50 degerinin 0.18 pl/ml oldugunu
belirlediler. Ayrnica CB propolisinin DNA, RNA ve protein sentezini (IC50 sirayla 0.08,
0.17 ve 4.3u I/ml) inhibe ettigini de belirlediler. DNA sentezi Uzerindeki inhibe edici
etkinin kismen geri dontsumsiiz oldugunu ve hiicre blylimes inhibe olan hicrelerde
apoptotik kromatin kondensasyonu gozlediler. Y azarlar, propolisin anti-timor aktivitesinin
apopitozun induksiyonu vasitasiyla oldugunu ve propolisin kanser kemoterapotik ajan
olarak kullarusl olabilecegini onerdiler (87).

Li ve arkadaslar1 Brezilya dan topladiklart 500 propolis 6rneginin etanolik ekstrakti
ile yaptig1 calismada propolisleri fiziksel ve kimyasal 0zelliklerine gore 12 gruba ayirch ve
3. ve 12. gruplann kemige metastaik egilimi olan PC-3, beyine metastatik egilimi olan DU-
145 hicre serileri ile insan prostat hicrelerinden Uretilen primer malignant timorlerin
(RC58T/h/SA#4) proliferasyonuna etkisini inceledi. DU-145 ve PC-3 hicrelerinin
buyimes optima 40pug/ml, RC58T/h/SA#4 hicrelerinde ise 80ug/ml’lik propolis
konsantrasyonlarinda genisteine benzer sekilde baskilandigi ve metastatik insan prostat
kanser hicrelerinin primer insan prostat kanser hicre serilerine gére bluyumelerinin daha
iyi inhibe edildigi savunuldu. Bu deneyde grup 3 propolis ekstraktlarinin hticreleri G2
fazinda, grup 12 propolis ekstraktlarinin ise S fazinda btyumelerini inhibe ettigi ve grup 3
propolis ekstraktlarimn grup 12'ye gore daha gucli bir inhibisyon gosterdigi vurguland.
Yapilan calismada ayrica, grup 12 Brezilya propolis ekstraktlarinin insan prostat kanser
hiicre serilerinde cyclin D1, B1, cyclin bagimli kinaz (CDK) ve p2l'in protein
ekspresyonunu dizenleyerek proliferasyonu inhibe ettikleri ve prostat kanserinden
korunmak icin kemoterapottik gjan olarak yalmz veya kombine halde kullamilabilecekleri
savunuldu. Grup 3 propolisi ise sadece p21 ekspresyonunu indikledi, cyclin D1, B1, CDK



71
ekspresyonlarnt  herhangi bir sekilde baskilamadi. Li ve arkadaglanmn daha 6nce
yaptiklar1 ¢alismalarda propolis gruplar1 1, 2, 6 ve 7' nin nazofaringel karsinoma (KB),
grup 6 ve 7'nin ileocecal adenokarsinoma (HCT-8), rena karsinoma (CAKE-1) ve meme
karsinoma (MCF-7) hicrelerinin biytmesini inhibe ettigini rapor etti. (24).

Bizim calismamizda polifenol miktar1 48.69 £ 7,78 mg GA/g propolis, flavonoid
miktart 12,9 + 1,6 mg K/g propolis olan propolisin DM SO ekstrakti ile yapilan MTT testi
sonucu, propolisin DM SO ekstrakti, 20 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligini %24,5'e
dustrmustar. Polifenol miktar1 9,24 + 0,5 mg GA/g propolis, flavonoid miktart 2.14 £ 1,5
mg K/g propolis olan propolisin sulu ekstrakti ile yapilan canlilik testi sonucu, propolisin
sulu ekstrakti 20 pg/ml konsantrasyonda hticre canliligint % 17,7’ e disUrmistdr.

Propolisin DM SO’ lu ekstraktimin total antioksidan kapasitesi (8,82 £ 2,9 mmol Tro
/ 100 g propolis) ve demir indirgeyici antioksidan potansiyeli (59,5 £ 17,3 mg Tro /g
propolis), propolisin sulu ekstraktimn total antioksidan kapasitesi (4,9 + 0,8 mmol Tro /
100 g propolis) ve demir indirgeyici antioksidan kapasitesinden ( 22,6 + 5,8 mmol Tro /
100 g propolis) daha fazladir. Antioksidan potansiyeli daha yiksek olan propolisin DM SO
ekstrakti, hicre canliligim % 24,5 ve 50 arasinda dusurirken; antioksidan potansiyeli daha
distk olan sulu ekstrakti, hiicre canliligim, % 17,7 ve 33,3 arasinda distrdi. Kisacasi
antioksidan potansiyeli daha distk olan sulu ekstraktin, daha fazla sitotoksik aktivite
gosterdigi goruldi. Ekstraktlann stotoksik aktivites antioksidan potansiyelleri ile orantil
degildir. Dolayiayla bu ekstraktlarn, antioksidan potansiyelleri beraberinde baska
mekanizmalar (hiicreyi 6luime g6tirecek protein veya proteinlerin ekspresyonunu artirmak
veya aktivitesini artirmak gibi) vasitasiyla da sitotoksik aktivite gosterebilecegi ileri
strdlebilir.

Wu ve Lou tarafindan yapilan bir ¢alismada, Brassica campestris arn poleninin
kloroform ekstraktinin dokuz insan kanser hiicre serisinin (PC-3, LNCaP, MCF-7, Hela,
BEL-7402, BCG-823, KB, A549 ve HO8910) canlilig: tzerine etkisi incelendi. Bu steroid
fraksiyonunun en gucli sitotoksik aktiviteyi insan prostat kanser PC-3 hiicrelerine karsi
gosterdigini belirlediler. Flow sitometrik analizler ve floresans mikroskop vasitasiyla 6lim
modunun apopitoz oldugunu, fraksiyon ile muamele edilen hicrelerde kaspaz-3
aktivitesinin arttigini belirlediler. Ayrica, western blotlama analizleri ile anti-apoptotik
protein Bcl-2'nin ekspresyonunda zamana bagli olarak azalma tespit ettiler. Steroid
fraksiyonunun apopitozu tetikleyerek, prostat kanseri PC-3 hicrelerinde sitotoksiteyi
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indikleyebilecegini ve bu fraksiyonun prostat kanseri tedavisi icin bir aday olabilecegini
Onerdiler (88).

Tsiapara ve arkadaslar, Yunan bal ekstraktlarinin (kekik, cam ve koknar ballar)
kimyasal kompozisyonu ve meme (MCF7), endometrial (Ishikawa) ve prostat (PC-3)
kanser hicrelerinin hiicre canliligi ve dstrojenik aktivitesi Gzerine etkisini arastirdi. Bitin
ballarin, fenolikleri, fenolikasitleri ve hidroksimetil furfurali icerdigini ve kekik balinin en
fazla icerdigini belirlediler. Ballarda seker ve ugucu bilesikler belirlenmis ama yag asidi
belirlenmemistir. Kekik, cam ve koknar balarinin, MCF-7 hiicrelerinde sirayla distk ve
yuksek konsantrasyonda, hem anti-dstrojenik hem de zayif dstrojenik aktivite gosterdigini
buldular. Kéknar balinin MCF-7 hicrelerinin canliligim stimule ederken, kekik balimn,
Ishikawa ve PC-3 hicrelerinin canlihigini disirdigini belirleyerek, yunan ballarinin
fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu ve Ostrojenik aktiviteyi module ettigi sonucuna
vardilar. Yazarlar, Kekik bal1 ile zenginlestirilmis diyetin, meme, prostat ve endometrial
kanser hiicrelerinin kanser ile iligkili mekanizmalarini 6nleyebilecegini dnerdiler (80).

Bandyopadhyay ve akadaslar: tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, kaempferol
ve kuersetinin (her ikisi de propolisin 6nemli bilesenleridir) prostat kanser hicrelerinde
dentritik hicrelerin  tumér bolgesine toplanmast ile sonuglanacak olan GM-CSHK(
granulosit-makrofg] koloni-stimule edici faktér) Uretimini stimule ederek immin cevabi
aktive ettigini belirlediler (89).

Mokhtari ve arkadsslari yaptiklari bir calismada boga dikeninde bulunan bir
flavonoid olan dlibinin gesitli konsantrasyonlar: ile PC-3 htcrelerini farkli zamanlarda
inkilbe ettiler. Srayla MTT, cellematriks adhezyon ve hiicre migrasyon olcumleri
kullanilarak hticre sitotoksisites, hiicre adezyonu ve hicre gogu Uzerine silibinin etkisini
incelediler. Silibinin yiksek derecede metastatik olan PC-3 hiicrelerinde canlilik, gé¢ ve
adezyonu doz- ve zamana bagl1 olarak inhibe ettigini buldular. Silibinin 24, 48 ve 72
saatlik inktbasyonlarinda LCso degerleri sirayla 143,4, 74,7 ve 21,1 pg/ml olarak buldular.
Silibininin prostat kanserinde metastaz: inhibe edebilecegi sonucunavardilar (90).

Wang ve arkadaslari, PC hicrelerinin blyimesi Gizerine izoflavonun ile curcuminin
beraber mi yoksa izoflavonun tek basina mi daha biyik inhibe edici etkisi oldugunu
arsgtirdc ve etkinin molekuler mekanizmasimt aydinlatmaya calisti. Kombinasyon
grubundaki hticre buyumesinin inhibisyonunun ve apopitozun indiksiyonunun, her iki
ganin da tek basina kullamldiginda elde edilenden anlaml1 derecede daha fazla odugunu

buldular. Bu degisikliklerin Notch-1 ekspresyonunda azalma ve NF-kB nin DNA baglama
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aktivitesinde ve onun Cyclin D1, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi hedef genlerinin ekspresyonunda
azama ile iliskili oldugunu belirlediler. Bundan baska, dort dogal aganin disik
konsantrasyonlarda kombinasyonunun daha fazla etkili oldugunu buldular ve ¢ok sayida
dogal Uriin iceren diyetin, PC nin dnlenmesi vel/veya tedavis icin tek bir gana tercih
edilebilecegini Onerdiler (91).

Propolisin antimikrobial aktivitesinin mekanizmasinin  kompleks oldugu ve
recinedeki fenolik ve diger bilesenlerin arasindaki sinerjistik etkiye atfedilebilecegi rapor
edilmistir (57). Tek bir propolis bilegeninin total ekstraktinkinden daha buyuk bir
aktiviteye sahip olmadigi bu nedenle propolisin genel biyolojik 6zelliklerinin kendi
bilesenlerinin dogal karigimindan dolayr oldugu ileri sirilmektedir (2). Bu nedenle
calismamizda, kullandigimiz ekstraktlarin bilesenlerini tek tek izole edip her birinin ayn
ayn etkisini incelemek yerine, total ekstrakti kullanmayi tercih ettik.

Proteom, hicrenin intrinsik genetik programi ve kendi yakin cevrelerindeki
etkilerin her ikisini de yansitan proteinlerin dinamik bir koleksiyonudur (32). Proteomiks,
tammlanmis sistem (hiicre veya organizma) icindeki proteinlerin kimligini, miktarim ve
fonksiyonunu dikkate alarak proteinlerin sistematik analizi olarak agiklanabilir (31, 35).

Klinik proteomik, proteomik tekniklerinin veya stratgjilerinin tip alamna
uygulanmaadir (35). Klinik proteomik, mevcut teknolojiyi kullanarak, farklilasan
fizyolojik ve hastalik durumlart arasindaki proteom profillerini karsilastirarak teshis,
prognoz ve tedavi etkinligi icin biyomarkir gibi tedavi ve tedavi uygulamalarinda yeni
hedeflerin belirlenmesi igin umut verici kanitlar saglayan hizla btytyen bir alandir (31).

Saglikl bir hiicrenin neoplastik bir hiicreye (tUmor veya kanser gibi kontrolstiz bir
sekilde cogalan hticrelerdir) donistmi sirasinda, protein seviyesinde, belirgin degisiklikler
meydana gelir. Bunlar, degismis ekspresyon, farkli protein modifikasyonu, spesifik
aktivitedeki degisiklik, anormal lokalizasyondur ve heps hicresel fonksiyonu etkiler.
Kanser proteomiksinin temeli, bu degisiklikleri tammlamak ve anlamaktir (34).

YUzey ile gdlistirilmis lazer desopsiyon iyonizasyon kuitle spektrometrisi [surface
enhanced laser desorption ionization (SELDI) MS], MALDI-MS'in bir varyasyonudur.
SELDI’de, MALDI'nin ylzeyi, daha kompleks karnisimlarda kullamimak icin
kromatografik kolonu taklit ederek modifiye edilmistir ve lazer desorpsiyonuna dayanan
bir metoda imkan verir. Bu teknik, kanser proteomiksinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(31). Bu teknik ilk kez erken dénemdeki over kanserinde kullanilmistir ve bazi ayirt edici
proteinler belirlenmistir (36). Bu ilk kullanimdan beri kanser (37-40) ve diger hastaliklarda
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SELDI-TOF uygulamalan birgok raporda agiklanmistir. SELDI-TOF, bir dokudan veya bir
hiicre serisinden hicre lizatlanmn analizi (41-43) icin kullamgh oldugu halde, klinik
uygulamada, serum gibi kolay elde edilebilen vicut sivilarnna uygulanmas daha ¢ok
beklenmektedir (32).

SELDI, mevcut diger teknolojilere gore bircok avantagja sahiptir. SELDI, huzlidir,
kullanimi kolaydir, tekrarlanabilir, yuksek derecede hassastir (6l¢um limiti, femtomolar
seviyededir) ve diagnostik formata kolaylikla adapte edilebilir (34). SELDI’ nin en belirgin
olan avantgjlarindan biri, diger analitik yontemlerde problemlere neden olan tuzlarin ve
deterjanlarin, analiz oncesi uzaklastirilmasdir. Bundan baska, diger bltin spesifik
olmayan bilesenler uzaklastirildig: i¢in, Protein ¢ip okuyucusunda sadece spot yizeyi ile
aktif bir sekilde etkilesen proteinler analiz edilir. Bu, disik konsantrasyonlarda bulunan
biyomarkirlarin belirlenmesinin artmis olasilig: ile sonuclanir (60).

Protein piklerindeki degisiklikler veya spektralarindaki m/z oranlari, patofizyolojik
olaylarin altinda yatabilecek protein degisikliklerini  belirlemek icin kullanilabilir.
Alternatif olarak, SELDI-TOF peptid kitle parmakizi (PKP) olusturmak icin de
kullanilabilir. Olusturulan bu PKPler, sonradan veritabaminda yer alan proteinlerin teorik
PKPleri veya DNA-dizi-tirevli PKPler ile karsilastirilabilir (35).

Caismamizda PC-3 hicre serilerini ¢esitli konsantrasyondaki DMSO c¢ozeltisi
(%0.002, 0.004 ve 0.008), propolisin DMSO’'lu ekstrakti (0, 5, 10 ve 20 pg/ml) ve
propolisin sulu ekstrakti (0, 5, 10 ve 20 pug/ml) ile muamele ederek, MTT testi ile %
canliliklan belirlendi. Ekstraktlarin PC-3 hicreleri tizerine sitotoksik aktivites ol¢uldi. %
canlilik DM SO cozdtisi ile sirayla% 72, 72 ve 75; propolisin DM SO ekstraktlari ile % 50,
35 ve 24; propolisin sulu ekstraktlarn ile % 29, 33 ve 17 olarak bulundu. Propolisin sulu ve
DMSO'lu ekstraktlan ile hicre canlihigiin % 50'nin atinda oldugu en yiksek
konsantrasyon olan 20 pg/ml konsantrasyonda, DMSO c¢ozeltisi ile canliligin %50 nin
usttinde oldugu 20 pg/ml DMSO ekstrakti ile aym ylzdede DMSO iceren %0.008
konsantrasyonda PC-3 hlcrelerinin ekstrakt ile muamele edilmesine karar verildi.
Herhangi bir ekstrakt ile muamele edilmeyen PC-3 hiicreleri ise kontrol hiicreleri olarak
kullanildi. PC-3 hiicreleri ekstraktlarla 24 saat inklbe edildikten sonra, hicrelerin
proteinlerini ekstrakte etmek icin HNTG liziz prosedurt ile pargaland:. Elde edilen hicre
ekstraktlari, protein ekspresyonu profillerindeki degisimi incelemek icin CM10 ve Q10
protein ¢ip dizinlerine yuklenerek; disuk ve yuksek lazer enerjis protokollerinde SELDI-
TORMSile analiz edildi.
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Genel olarak, CM10 cip dizinine yuklenen drneklerde, 20 pg/ml DM SO-propolis
ekstrakti, 14.424 Da, 20.709 Da ve 12, 663 Da m/z degerine sahip olan piklerin
ekspresyonunda artisa; 33.303 Da, 32.800 Da, 27.294 Da, 21.139 Da ve 5.141 Da m/z
degerine sahip olan piklerin ekspresyonunda ise azalmaya neden oldu. % 0,008 DM SO
cozeltisi, 14.424 Da, 33.303 Da, 20.709 Da, 21.139 Da, 5.141 Da ve 12.663 Da m/z
degerine sahip olan piklerin ekspresyonunda artisa; 32.800 Da ve 27.294 Da m/z degerine
sahip olan piklerin ekspresyonunda ise azalmaya neden oldu. 20 pg/ml su-propolis
ekstrakti, 6.268 Da, 16.042 Da, 24.664 Da ve 24.810 Da m/z degerine sahip olan piklerin
ekspresyonunda artisa; 32.043 Da m/z degerine sahip olan pikin ekspresyonunda ise
azalmaya neden oldu.

Q10 cip dizinine yuklenen drneklerde, 20 pg/ml DMSO propolis ekstrakti, m/z
degeri 144.776 Da olan pikin ekspresyonda artisa; m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da,
84.341 Da ve 85.994 Da olan piklerin ekspresyonunda azalmaya neden oldu. % 0,008
DM SO c¢ozeltisi, m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da, 144.776 Da, 84.341 Dave 85.994
Da olan piklerin ekspresyonunda azalmaya neden oldu. 20 pg propolis/su ekstrakti, m/z
degerleri 84.348 Da, 87.529 Da, 89.004 Da, 102.007 Da, 144.762 Da, 13.575 Da, 85.989
Da, 94.605 Da, 104.407 Da ve 11.603 Da olan piklerin ekspresyonunda azalmaya; m/z
degerleri 10.891 Dave 10.350 Da olan piklerin ekspresyonunda artmaya neden oldu.

Bu proteinlerin, PC-3 kanserinin teshisi vel/veya tedavis igin biyomarkir olarak
kullanlabilecegi ileri stirtlebilir.

Farkli ¢cozicller farkli maddeleri ekstrakte ettigi icin propolisin sulu ve DMSO'’lu
ekstraktlarin kantitatif ve/veya kalitatif icerikleri farklidir. DM SO [(CH3),SO] amfipatik
bir molekildir ve hem sulu hem de organik ortamda ¢ozinebilir. Bu fizikokimyasal
Ozelliklerinden dolayt DMSO, suda c¢ozinmeyen bilesikler icin oldukca etkili bir
¢Ozucudir (92). Calismamizda, propolisin sulu ve DMSO’lu ekstraktlarr aym proteinin
ekspresyonu Uzerinde benzer ya da ters etki gostermis veya etki gostermemistir.
Ekstraktlarin protein ekspresyonu Uzerine etkisindeki bu farkliliklar, ekstraktlarin
icerigindeki farkliliktan kaynaklanabilir.

Literatirde propolis ekstraktlarimn PC-3 kanser hicrelerinin veya diger kanser
hiicre serilerinin proteomuna etkisini inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanmadig icin,
calismamizda elde ettigimiz sonuclar direkt olarak herhangi bir literatir ile
karsilastirilamadi.
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Literattrde yaptigimiz ¢alismaya en yakin ¢alisma, Cheng ve arkadaslarinin yaptigi
calismadir. Bu calismada sifal1 bir bitki olan Rhizoma Paridis'in anti-timér etkilerinden
sorumlu olan baslica bileseni olarak belirlenmis Rhizoma Paridis total saponin (RPTS)
HepG2 ile muamele edilerek, MALDI-TOF-MS ile proteomik andizini yaptilar. Kontrol
olarak % 0.01 DM SO kullanilarak, Hep G2 hiicrelerini RPTS (IC50 degeri ortalama olarak
10 pg/ml) ile 48 saat inkibe ettiler ve iki boyutlu jel elektroforezine kontrol ve RPTS-ile
muamele edilmis grup arasinda 2 kat yogunluk farki olan 15 protein spotunu MALDI-
TOFRMS ile andliz ettiler. MALDI-TOF-MS ile peptid parmakizi kullanilarak, oniki
protein belirlediler. HepG2 hiicrelerinde, RPTS muamelesi sonucu alti proteinin ( dUTPaz,
hnRNP K, GMP sentaz vs.) ekspresyonunun azaldigini; ati proteinin (DNAaz gamma,
NuUkleosid difosfat kinaz A, Centrin-2 vs.) ekspresyonunun arttigini buldular. Belirlenen
proteinlerin cogu tumor baglangici, ilerlemes ve gdisimi ile iligkilidir. Bu bulgularin,
HepG2 hicrelerinde RPTS muameles ile meydana gelen anti-timoér  etkinin
mekanizmasinin anlasilmasindaa faydal 1 olabilecegini ileri strdiler (93).

Bottoni ve arkadaslan tarafindan yapilmis olan benzer bir calismada, PPAR-y (
peroksizom proliferator ile aktive olan reseptér gamma) ligandh olan ciglitazon ile
muamele edilen insan hepatokarsinoma hicresindeki farklilasmamin atinda yatan
molekiler mekanizmalar analiz edilmistir. insan hepatokarsinomaHepG2 hiicrelerinin
Ciglitazon ile indUklenen farklilasmasini, 2-DE ve MALDI-TORMS vasitasiyla hiicresel
protein profillerinin izlenmesi ile belirlediler. Ciglitazonun HepG2 hiicre serisi icin guclu
bir farkhilastirict gan oldugu sonucuna vardilar. Bu mekanizmanin hiicre antioksidan
sistemi, hicre devri sistemi, sinyal iletim mekanimalan, hiicresel stres ve yayilma ile
iliskili proteinlerin ekspresyonlarinin modifikasyonlarini icerdigini bulmuslardir. Stathmin
1 (oncoproteinl8), DJ-1 protein (Parkinson disease protein 7), Peroksiredoksin 2
(tiyoredoksin peroksidaz 1) (dogal dlduriicu htcre gdlistirici faktor B), Nikleosid difosfat
kinaz A (nm 23-H1), HSP 70 (GRP 75, PBP74, Mortalin), Protein distlfit-izomeraz A3
Oncult (ERP 60, GRP 58), Protein distilfit-izomeraz A3 dnculll, Alfaenolaz (fosfopirtvat
hidrataz) (c-mycpromoter-baglayici protein), Alfa-enolaz, fosfatidil etanol amin baglayici
protein 1 (PEBP-1), Raf kinaz inhibitor protein (RKIP), Peptidil-prolil cis-trans izomeraz
A, Peptidil-prolil cistransizomeraz A (cyclophilin A), Ras-ile iliskili protein Rab-1A ve
Ras-ileiliskili protein Rab-14 dir (94).

Shiwa ve arkadaslar, yeni bir proteomik teknolojisi olan Protein ¢ip teknolojisini

kullanarak dokuz farkli dokudan elde edilen otuz dokuz kanser hicre serisinin ekspresyon
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farklihgr haritalandirmasimin kullamgliligim gostermek igin bir galisma yaptilar. Bu
calisma sonucu Kolon kanseri hicrelerinde moleller agirhig 12 kDa olan bir proteini
biyomarkir adayr olarak buldular. Retensiyon kromatografisi kutle spektrometrisinden
yararlanarak, bu protein icin uygun saflastirma kosullarini optimize ettiler. Optimize
edilmis yontem cip Uzerinde gelistirildi ve biyomarkiri saflastirmak icin direkt olarak
konvansiyonel kromatografiye transfer edildi ve protimosinra olarak belirlendi. Ayni
protein cip platformu Uzerinde, kolon kanseri hticreleri ve normal kolon mukozal hiicreler
arasinda protimosin-a’ nin ekspresyon seviyes 6lgerek, bu proetinin ekspresyonunun kolon
kanseri hicrelerinde normal kolon hicrelerine gore daha yuksek oldugunu buldular.
protimosin-o’mn kolon kanseri icin potansiyel bir biyomarkir olabilecegi sonucuna
vardilar (43).

Kumar ve arkadaslari, SELDI-TOF-MSi kullanarak, CHO hucrelerinden sekrete
edilen proteomdaki degisikligi blyime devrinin farkli evrelerinde incelediler. Alti ginlik
buyime dbéneminde her gin CHO-K1 hicrelerinin blyuadugl distk serumlu besiyeri
alindi. Ornekleri, fakli kromatografik yiizeyli birkag Protein ¢ip Uizerine uyguladilar. Q10
(anyonik) ve (IMAC30 (metal affinite) kromatografik ylzeyli protein c¢ip ylzeylerine
uygulanan 6rneklerde, CHO-K1 htcrelerinin btiyime devrinin farkli evrelerinde, farkli
oranlardaregile olan 24 protein belirlediler (42).

Oh, Choi ve arkadaslari, insan endometrial stroma (ES) hicrelerinde 8-bromo-
siklik-adenozin monofosfat (8-Br-cAMP) ile indiklenen desidualizasyonda yemi markir
proteinler belirlemek icin SELDI-TORMS'i kullandilar. Arastirmacilar, drnekleri ti¢ gruba
bolduler: kontrol insan ES hicreleri, 8-Br-cAMP ile muamele edilen ES hicreleri (3, 6, 9
veya 12 gun) ve 6 gun boyunca 8-Br-cAMP ile muamele edilen hiicrelerden 3 veya 6 gin
boyunca muamelenin kaldirildigi ES hiicreleri. Desidual olmayan kontrol hicreleri ve 8-
Br-cAMP indiklG desidual hicreler araanda, H4 protein cipi ile 9787.058 Da, 10115.45
Da ve 24031.25 Da piklerinde; CM10 protein cipi ile 10833.08 Da, 22440.88 Da ve
32777.38 Dapiklerinde farkli ekspresyon gozlediler (95).

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1’ nda Colak
tarafindan yapilan bir calismada ise polen ve propolisin DMSO'’lu ve sulu ekstraktlarinin
PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinde VGSC Nay 1.5 ve Na, 1.7 & izoformlarinin mRNA
ekspresyonlanni degisik oranlarda baskiladigi ve anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu
tespit edildi. Bu caismada, en yiksek baskilanmanin 150 pg/ml’lik polen DMSO
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ektraktlan ile (%55.98 ve %53.31 oraninda), en dustk baskilanmanin ise 20ug/mi’lik
propolisin sulu ekstraktlar ile (%618.01 ve %22.58 oraninda) oldugu saptanc: (96).

Nair ve arkadaslar: tarafindan yapilan ¢alismada bircok meyve sebzede bulunan bir
flavonoid olan kuersetinin prostat kanser hticre serilerinin invitro ortamda koloni ol usturma
yetenekleri Uzerine etkis incelendi. Hucre devri ve timor baskilayici genlerin ve
onkogenlerin ekspresyonu gibi bu etkinin altinda yatan molekiler mekanizmalart da
spesifik olarak arastirdilar. 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda, yiksek derecede agresif olan
PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinin ve orta derecede agresif olan DU-145 prostat kanseri
hiicre serilerinin biyumesini anlamli derecede inhibe ettigini, fakat zayif derecede agresif
olan LNCaP prostat kanseri hicre serilerinin btiyimesini veya normal fibroblast hiicre
serisinin BG-9 koloni olusturmasim etkilemedigini gozlediler. Gen array metodlarinin
kullamlmas: ile kuersetinin spesifik onkogenlerin ve hicre devrinin G1, S, G2 ve M
fazlarim kontrol eden genlerin ekspresyonunu anlamli derecede inhibe ettigini, birkag
tumor baskilayict genin ekspresyonunu up-regile ettigini  belirlediler. Kuersetinin
antitimor etkisinin prostat kanseri hticrelerinin agresiv olma potansiyeli ile korrele oldugu
ve kuersetin-aracilikl1 antitimor etkinin, timor baskilayict genlerin up-regtilasyonunu ve
onkogenlerin ve hiicre devri genlerinin down-regilasyonunu igerdigi sonucuna vardilar.
Flavonoidlerin ~ kanser  kemopreventasyonunda fonsiyonel  bir  besin  olarak
kullanil abilecegini 6nerdiler (97).

Lee ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, balaris propolisinden tiretilen
kemopreventiv bir fitokimyasal olan kafeikasit fenil esteri (CAPE)’ nin insan hepatoselltler
karsinoma hicrelerin invasiv fenotipi olan SK-Hepl Uzerine etkis  arastirildi. Bu
¢alismada CAPE’ nin SK-Hepl hiicre invazyonunu doz-bagimli olarak baskiladigi bulundu.
SK-Hepl hicrelerinde MMP-2 ve MMP-9'un ekspresyonunun, 125 uM CAPE
muamelesiyle neredeyse tamamen durdu. CAPE’ nin bu hticrelerinde nikleer faktor kappa
B (NF«B)’nin DNA-baglama aktivitesini de anlaml1 bir sekilde inhibe ettigini belirlediler.
Yazarlar, CAPE'nin MMP-2 ve MMP-9 un ekspresyonunun inhibisyonu vasitasyla,
muhtemelen NF«xB’yi hedefleyerek, hepatosellller karsinoma hticrel erinde antimetastatik
aktivite gosterdigi sonucuna vardi (98).

Sonug olarak propolisn DMSO’lu ve sulu ekstraktlarimn antioksidan aktivite
beraberinde PC-3 hiicrelerinin proteomunda degisiklige sebep olarak, prostat kanseri hiicre

serileri Uzerinde sitotoksik ve anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu kanaatine varildi.
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Calismanin Simirlamalari

1. Calismanin baslangicinda diger kanser hiicre serileri (6zellikle Meme Ca) ile de
planlama yapildi. Fakat tez calismasi sonuna kadar bu hicreler basarili bir sekilde
cogaltilamadigindan, meme Ca hucreleri ile calisma gergeklestirilemedi. Dolayisyla diger
kanser hiicre serilerindeki proteomik degismeler ile prostat Ca serisindeki degisiklikler
karsilastirilamadi.

2. SELDI Cip kitinin yeterli sayida olmamas nedeni ile PC-3 hicreleri, farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlarla ve farkli inkiibasyon siirelerinde muamele edilemedi gi
icin, ekstraktlarin PC-3 hucrelerinin proteomigi Uzerine etkisi ekstrakt konsantrasyonuna
ve inkiibasyon zamanina bagl 1 olarak degerlendirilemedi.

3. SELDI-TOFRMS ile elde edilen farkli ekspresyona sahip protein piklerinin
identifikasyonu ve karakterizasyonu dahaileri teknikler gerektiginden yapilamadh.



6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Propolisn DMSO’'lu ve sulu ekstraktlarinda polifenol, flavonoid, demir
indirgeyici antioksidan potansiyel ve total antioksidan kapasite tayini yapildi.
Propolisin DM SO’ lu ekstrakti, sulu ekstraktina gore polifenol, flavonoid igerigi
ve antioksidan potansiyeli agisindan daha zengin olarak bulundu. Ekstraktlarin
antioksidan potansiyeli, polifenol ve flavonoid igerikleri ile orantili olarak
bulundu.

2. Metastatik kabiliyeti yiksek olan PC-3 prostat kanseri hiicre serileri Uretildi ve
yapilan canhlik testi (MTT) sonuglarina gore PC-3 kanser hiicre serilerinin 20
pg/ml konsantrasyondaki propolisin DMSO’lu ve sulu ekstraklar: ve % 0,008
DMSO ile inkibe edilmesine karar verildi. Bu konsantrasyonlarda, hiicre
canlilig1 ylizdes sirayla24,5+ 2,8, 17,7 £ 12,2 ve 75,04 + 16,6 olarak bulundu.

3. PC-3 prostat kanseri hucreleri, secilen konsantrasyonlardaki propolis
ekstraktlar1 ve DMSO cozeltis ile 24 saat inkibe edildi. Hichir ekstrakt ile
muamele edilmeyen PC-3 hiicre serisi ¢alismamizda kontrol olarak kullanildi.
Ekstraktlar ile muamele edilen PC-3 hicreleri parcaland: ve hiicre lizatlar:
CM10 ve Q10 Protein cip dizinlerine yuklenerek, SELDI-TOF-MS ile andliz
edildi. CM10 Protein c¢ip dizinine disik enerji seviyesinde uygulanan
orneklerin analizi sonucu 184 adet pik tespit edildi. % 0,008 DM SO c¢ozeltis,
20 pg propolis DM SO ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hicreleri ile kontrol
PC-3 hucrelerinin karsilastirilmasnda, protein ekspresyonunda m/z degerleri
14.424, 33.303, 32.800, 20,709, 27.294, 21.139 ve 5.141 Da olan yedi pikte
istatistiksel olarak anlamli degisiklik belirlendi. 20 pg propolis/ml su ekstrakti
ile muamele edilen PC-3 hucreleri ile kontrol PC-3 hicrelerinin

karsilastirilmasnda, protein ekspresyonunda m/z degerleri 6.268, 16.042,
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24.664, 24.810, 32.043 Da olan bes pikte istatistiksel olarak anlamli degisiklik
belirlendi.
. CM10 Protein ¢ip dizinine yuksek enerji seviyesinde uygulanan érneklerin
analizi sonucu 88 adet pik tespit edildi. % 0,008 DMSO c¢ozeltisi, 20 g
propoliDM SO ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hlcreleri ile kontrol PC-3
hiucrelerinin karsilastirilmasinda, protein ekspresyonunda m/z degeri 12.663 Da
bir pikte pikte istatistiksel olarak anlaml1 degisiklik belirlendi. 20 pg propolis/su
ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hucreleri ile kontrol PC-3 hucrelerinin
karsilastirilmasnda protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml
degisiklik olan bir pik belirlenmedi.
. Q10 Protein cip dizinine distk enerji seviyesinde uygulanan érneklerin analizi
sonucu 166 adet pik tespit edildi. % 0,008 DMSO c¢ozetisi, 20 pg
propoliss DM SO ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3
hucrelerinin karsilastirilmasnda, protein ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlaml1 degisiklik olan bir pik belirlenmedi. 20 ug propolissml su ekstrakti ile
muamele edilen PC-3 hicreleri  ile kontrol PC-3  hicrelerinin
karsilastirilmasnda, protein ekspresyonunda m/z degerlel 10.350 ve 11.603 Da
olaniki pikte istatistiksel olarak anlamli degisiklik belirlendi.
. Q10 Protein ¢ip dizinine ylksek enerji seviyesinde uygulanan érneklerin analizi
sonucu 297 adet pik tespit edildi. % 0,008 DMSO c¢ozetisi, 20 ug
propoliss DM SO ekstrakti ile muamele edilen PC-3 hicreleri ile kontrol PC-3
hucrelerinin karsilastirilmasinda, protein ekspresyonunda m/z degerleri, 61.257,
108.529, 144.776, 84.341 ve 85.994 Da olan bes pikte istatistiksel olarak
anlaml1 degisiklik belirlendi. 20 g propolis/su ekstrakti ile muamele edilen PC-
3 hicreleri ile kontrol PC-3 hicrelerinin karsilastirnlmasnda, protein
ekspresyonunda m/z degerleri 84.348, 87.529, 89.004, 102.007, 144.762,
10.891, 13.575, 85.989, 94.605 ve 104.407 Da olan on pikte istatistiksel olarak
anlaml1 degisiklik belirlendi.
. CM10 cip dizinine dusuk ve yuksek lazer enerjisi protokoliinde yuklenen
orneklerde, 20 pg/ml DM SO-propolis ekstrakti, 14.424 Da, 20.709 Da ve 12,
663 Da m/z degerine sahip olan piklerin ekspresyonunda artisa; 33.303 Da,
32.800 Da, 27.294 Da, 21.139 Dave 5.141 Da m/z degerine sahip olan piklerin
ekspresyonunda ise azalmaya neden ol du.
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CM10 cip dizinine dusik ve yuksek lazer enerjis protokolinde yuklenen
orneklerde, % 0,008 DM SO ¢ozeltisi, 14.424 Da, 33.303 Da, 20.709 Da, 21.139
Da, 5.141 Da ve 12.663 Da m/z degerine sahip olan piklerin ekspresyonunda
artisa; 32.800 Da ve 27.294 Da m/z degerine sahip olan piklerin
ekspresyonunda ise azalmaya neden ol du.
CM10 cip dizinine disik ve yuksek lazer enerjis protokolinde yuklenen
orneklerde 20 pg/ml su-propolis ekstrakti, 6.268 Da, 16.042 Da, 24.664 Da ve
24.810 Da m/z degerine sahip olan piklerin ekspresyonunda artisa; 32.043 Da
m/z degerine sahip olan pikin ekspresyonunda ise azalmaya neden oldu.
Q10 cip dizinine dusik ve yiksek lazer enerjis protokolinde yuklenen
orneklerde, 20 pg/ml DM SO propolis ekstrakti, m/z degeri 144.776 Da olan
pikin ekspresyonda artisa; m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da, 84.341 Da ve
85.994 Daolan piklerin ekspresyonunda azalmaya neden ol du.
Q10 cip dizinine dusik ve yiksek lazer enerjis protokolinde yuklenen
orneklerde,% 0,008 DM SO cozeltis, m/z degerleri 61.257 Da, 108.529 Da,
144.776 Da, 84.341 Da ve 85.994 Da olan piklerin ekspresyonunda azalmaya
neden oldu.
Q10 cip dizinine dusik ve yiksek lazer enerjis protokolinde yuklenen
orneklerde,20 pg propolis/su ekstrakti, m/z degerleri 84.348 Da, 87.529 Da,
89.004 Da, 102.007 Da, 144.762 Da, 13.575 Da, 85.989 Da, 94.605, 104.407
Dave 11.603 Da olan piklerin ekspresyonunda azalmaya; m/z degerleri 10.891
Dave 10.350 Daolan piklerin ekspresyonunda artmaya neden oldu.
Propolisin DMSO’'lu ve sulu ekstraktlarimn PC-3 kanser hucrelerinde cesitli
proteinlerin  ekspresyonunu azaltarak veya artirarak, PC-3 hcrelerinin
proteomunda degisiklige sebep oldugu ve anti-proliferatif etki gosterdig

sonucunavarild.

6.2. Oneriler

1.

Bu caigsma propolisn DMSO'lu ve sulu ekstraktlarinin daha yuksek
konsantrasyonlar: kullamlarak ve inkibasyon siresi artinlarak PC-3 hicreleri

beraberinde farkl: kanser hticre serilerinde de yapil abilir.
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. Propolisin farkli ¢oziculer ile elde edilen ekstraktlar: ile inklibasyon siresi
artilarak cesitli kanser hiicre serilerinde bu calisma yapilabilir.

. Bu calisma, prostat kanseri tedavisinde kullamilan ilag veya ilaglarla tek basina
veya propolis ekstrakti ile kombine olarak yapilip, propolis ekstrakti ile anti-
kanser ganmin etkisi karsilastirilabilir.

. Propolis ekstrakte etmek icin kullamlan farkli ¢oziculer, farkli molekdlleri
ekstrakte edecegi icin, kullamlan ekstraktin kalitatif ve kantitatif igerigi HPLC,
GC-MSilebelirlenebilir.

. Ekstrakt ile muamele edilen hicrelerde, ekspresyonunda farklilik olan
proteinlerin hangi protein oldugu ileri calismalarla belirlenmelidir. Boylece
ekstrakt bilesenlerinin hangi mekanizmalar vasitasiyla etki gosterdig
aydinlatil abilir.

. Propolis, prostat kanserinin kemoterapisinde tek basina veya antikanser
ganlarlaberaber kullanlabilir.

. Propolisin toksik olamayan ¢ozucilerle (su gibi) elde edilen ekstraktlari, kanser
hastalarinda in vivo calismaarda kullanilarak, propolisin serum proteomu

Uzerinein vivo etkig arastirilabilir.



7. OZET

Propolis, flavonoid ve fenolik bilesikler agsindan zengin olan bir art Grunidar.
Cssitli farmakolojik aktivitelere sahip olan propolisin kompozisyonu, toplandigi bol gedeki
yerel bitki ortusiine, mevsim ve iklime bagli olarak ¢esitlilik gosterir. Propolisin
farmakolojik aktivites, cogunlukla flavonoidlerin varligina atfedilmektedir. Proteom,
hiicrenin intrinsik genetik program: ve kendi yakin gevrelerindeki etkilerin her ikisini de
yanstan proteinlerin dinamik bir kolleksiyonudur. Y tizey ile gelistirilmis lazer desopsiyon
iyonizasyon ucus zaman kitle spektrometrisi (SELDI-TOF-MS), kanser proteomiks
calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir proteomik yaklasimdir. Bu calismada, Turk
propolisinin DMSO ve sulu ekstraktlarimin canlilik testi sonucu belirlenen 20ug/mil’lik
konsantrasyonlanmn PC-3 prostat kanser hiicre serilerinin proteomigi Uzerine etkis
SELDI-TORMS ile incelendi. PC-3 kanser hicre serileri, propolis ekstraktlar: ile 24 saat
inkibe edildi. Elde edilen hiicre lizatlart CM 10 ve Q10 Protein cip dizinlerine yuklenerek,
SELDI-TORMS de andiz edildi. Kontrol hicreleri ile % 0,008 DMSO c¢ozeltis ve
propolisn DMSO ekstrakti ile inkube edilen hicreler araanda CM10 protein cipi ile
14.424, 33.303, 32.800, 20.709, 27.294, 21.139, 5.141 ve 12.663 Da piklerinde; Q10
protein cipi ile 61.257, 108.529, 144.776, 84.341 ve 85.994 Da piklerinde farkli
ekspresyon gozlendi. Kontrol hticreleri ve sulu ekstrakt ile inkibe edilen hicreler araanda
CM10 protein cipi ile 6.268, 16.042, 24.664, 24.810 ve 32.043 Da piklerinde; Q10 protein
cipi ile 10.350, 11.603, 84. 348, 87.529, 89.004, 102.007, 144.762, 13.575, 85.989, 94.605,
104.407 ve 10.891 Da piklerinde farkli ekspresyon gozlendi. Propolisin DM SO’ lu ve sulu
ekstraktlarimin PC-3 kanser hiicre serilerinde protein ekspresyon profilini degistirerek anti-
proliferatif aktiviteye sahip olabilecegi sonucunavarildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, PC-3 prostat kanser hicre serileri, proteom, SELDI-TOF-
MS



8. SUMMARY

The Effect of Turkish Propolis Extracts on proteome of prostate cancer cell lines

Propolis is a bee product which isrich in flavonoids and phenolic compounds. The
composition of propolis which has several pharmacological activities varies depending on
the local vegetation, season and climate of the area from where it was collected. The
pharmacologica activitiy of propolis mainly attributed to the presence of flavonoids.
Proteom is a dynamic collection of proteins that reflects both the intrinsic genetic
programme of the cell and the impact of its immediate environment. Surface-enhanced
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) is a
proteomic approach which has been widely used in cancer proteomics studies. In this
study, 20pg/ml concentrations of DMSO and water extracts of Turkish propolis which
were chosen according to the viability experiments were used to determinate their effects
on proteome of prostate cancer cell lines PC-3 by SELDI-TOF-MS. PC-3 cancer cell lines
were incubated with extracts of propolis for 24 hours. Obtained cell lysates were loaded to
CM10 and Q10 ProteinChip arrays and anaysed by SELDI-TOF-MS. Differential
expressions between control cells and %0,008 DMSO- and DM SO extract of propolis-
incubated cells were observed in the peaks of 14.424, 33.303, 32.800, 20.709, 27.294,
21.139, 5.141 and 12.663 Da, detected by CM 10 ProteinChip, and in the peaks of 61.257,

108.529, 144.776, 84.341 ve 85.994 Da, detected by Q10 ProteinChip. Differentia
expressions between control cells and water extract-incubated cells were observed in the
peaks of 6.268, 16.042, 24.664, 24.810 and 32.043 Da, detected by CM10 ProteinChip,
and in the peaks of 10.350, 11.603, 84. 348, 87.529, 89.004, 102.007, 144.762, 13.575,
85.989, 94.605, 104.407 and 10.891 Da, detected by Q10 ProteinChip. It was concluded
that DMSO and water extracts of propolis may have anti-proliferative activity through

differentiating protein exspression profile in PC-3 prostate cancer cell lines.

Key Words: Propolis, PC-3 Prostate Cancer Cell Lines, Proteome, SELDI-TOF-MS
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