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1. GIRIS ve AMAC

Polen ve porpolis bal arilan tarafindan gesitli gigeklerden ve ¢esitli bitki ve agag
recinderinden toplanarak olusturulan a1 Grdnleridir (1, 2). Polen ve propolisin
kompozisyonu ve rengi toplandigi bolgenin iklimine ve cografik aanmna bagl olarak
degisiklik gosterir (3, 4). Polen ve propolis kimyasal yapianda flavonoidler, fenolik
bilesikler, gesitli aromatik bilesikler, vitaminleri, 6nemli minarelleri ve eser elementleri
barindirir (5, 6). Polen ve propolis antioksidan, antimikrobial, antiaterosklerotik, anti-
neoplastik, antiinflamatuar, immunositimulator ve karsinostatik aktiviteye sahiptir (7, 8, 9).
Daha once yaptigimiz calismalarda Trabzon boélgesinden toplanan propolis ve Tirkiye
poleninin ¢esitli ekstraklarinin antioksidan aktiviteleriyle konsantrasyona bagli olarak HL -
60 myeloid hiicre serilerini apopitoza strikledigi, KML-562 hiicre serilerinde solunumsal
patlamayi inhibe ettigini ortaya koyduk (5, 10, 11).

Y apilan birgok ¢alismada metastatik insan ve rat prostat kanseri hiicrelerinin Volta
Kapili Sodyum Kanal (VGSC) proteinini fazlaca eksprese ettigi bildirilmistir (12, 13).
VGSC proteini glikozillenmis bir membran proteini olup milisaniyeler icerisinde membran
depolarizasyonuna bagl1 olarak hicre icine Na+ akisim saglar (14). CELEX (HUcresel
Uyanlma) hipotezine gore kanser hicreerinin metastatik  aktivitesinin - VGSC
proteinlerinin up-regilasyonu ile kolaylastigi ve bu kanal proteinlerini bloke edebilecek
bilesiklerin anti-metastatik aktiviteye sahip olabilecegi 6ne slrilmektedir. Djamgoz ve
arkadsslart cesitli sebze ve meyvelerde bulunan Resveratrol, Curcimin, Capsaicin,
Genistein gibi bilesiklerin CELEX hipotezine uygun olarak VGSC aktivitesinin doza bagl1
olare&k inhibe edebilecegini savunmaktadir (15).

CELEX hipotezine dayanarak gercgeklestirdigimiz ¢alismada Trabzon bolgesinden
toplanan, flavonoid ve fenolik bilesiklerden zengin olan propolis ve Turkiye'nin gesitli
illerinden (Balikesir(Beydag), Bayburt(Demirdzl), Erzurum(Aribahge) ve Trabzon)
toplanan karisik polen ekstraktlarimin PC-3 prostat kanseri hicre serilerinde VGSC
ekspresyonu Uzerine etkisini inceledik.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Polen

Ar1 poleni arilarin cesitli ciceklerden topladiklar: cicek 6zinu kismen sindirilmis
bal ile yogurmasi sonucu olusturulan renkli pelletlerdir. Pelletler haline getirilen polenler
ogul arilar tarafindan yiyecek olarak tuketilebildigi gibi arn ekmegi ve ar1 sitll yapiminda
da kullanlabilir (1,7). Polenin ar1 tarafindan yogrulmas esnasinda glukoz oksidaz enzimi
polene gecer (5).

Islamik ispanya’ da arap ve yahudi doktorlarin kitaplarinda polenin tiptaki kullarm
alanlarina yer verilmistir. 1200 yillarinda Misir Sultan’ min doktoru olan Maimonides
poleni kanama durdurucu, agri kesici sedatif bir tonik olarak kullamr. 1200"den 6nce Ibn
el-Beithar poleni afrodizyak olarak tammlar aym zamanda mideye, bagirsak ve kabe
yararlt etkileri oldugunu, kandaki atesi disUrdigi ve bazi yiyecekler yendig zaman olusan
Odemi azattigim One sirmustir (16). Polen ylzyillar dnce, soguk alginhgi, grip, Ulser,
anemi, kolit, enterit ve aerjik reaksiyonlarin giderilmes icin halk hekimleri tarafindan
kullamlmustir (17).

Iyi bir besin olmasi ve tibbi 6zellikleri nedeniyle antik cagdan beri kullamlan
polenin yaslanmayi geciktirici etkisi yam sra sagligi gelistirici ve vital enerjiyi artirnc
aktiviteye sahip oldugu 6ne sirilmektedir. Sadece polenden yapilan ar siitl ile beslenen
kralice arnnin bes veya ati yil yasadigl, diger arlarinsa dmarlerinin yalmzca ilk iki
guniinde ar sttt ile beslendikleri ve birkag hafta yasadiklar: bilinmektedir (7).

GunUmizde de yiyecek olarak kullammi disinda, tipta ve kozmetik alanda da
kullanilmaktadir. Kozmetik alandacildi genglestirdigi ve besedigi igin kullamlirken alerjik
reaksiyonlarin da olabilecegi gbz ardi edilmemelidir (5). Polende bulunan polifenolik bir
bilesik olan sinnamik asit tlrevlerinin vicudu yenileyip, yaslanmay:1 geciktirdigi ©6ne
surtlmektedir (7).



2.1.1. Polenin Fiziksel Ozellikleri

Polen tanecikleri 6-200um capinda, pek cok farkli renk ve sekilde olabilirler.
Gendllikle sari, kirmizi, turuncu, mor, yesil, siyah vb. renklerde gortlir. Her bir ar1
polenindeki aktif madde icerigi ile fiziksel 6zellikleri, bitki tirlne, yetisme kosullarina, yer
ve toplark karakterine gore degisir. Ancak arilar en degerli polenleri toplar (5, 7).

Polenin  besin degerini  kaybetmemes icin gines 1sigindan  korunmasi
gerekmektedir. Ozellikle kuru, karanlik ve soguk yerlerde muhafaza edilmelidir. Polen oda
scakliginda aylarca, -15C° de yillarca bozulmadan muhafaza edilebilir (5). Depolanmms

polenlerin vitamin igerigini dort yila kadar korudugu da rapor edilmisdir (7).
2.1.2. Polenin Kimyasal Bilesimi

Cicek poleni ve ant salgilarinin bir karistmu olan polenin, protein ve amino asit
icerigi yam sra B-grup vitaminleri yoninden de oldukca zengin oldugu bilinmektedir.
Polen % 25-30 protein, % 30-55 karbohidrat, % 1-20 yag asitleri ve steroller gibi lipitleri,
vitamin (Vitamin A, K ve By, hari¢) ve minarelerden olusdugu rapor edilmistir (1,7).
Diyetsel fiber, potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir, sodyum ve silica gibi
mineraller agisindan ve esansiyel yag asitlerinden olan linoleik ve linolenik asit icerigi
bakimindan zengin oldugu icin diyete ek olarak kullamlabilir (18). Feraboli F. yaptigi
analiz sonucu polenin % 12.28 su, % 5.59 lipit, % 17.04 protein, %2.05 kil, %63.04
azatsuz ekstraklarndan olustugunu bildirerek, poleni yagsiz bir hamburgere benzedigini ve
veeteryan olanlar icin ideal bir yiyecek oldugunu savunmustur (19). Polen ayrica gesitli
enzimleri, antibiyotikleri ve bioflavonoidleri yapisinda barindirir (18). Polen polifenoler ve
diger saglikl1 bilesikleri icerdigi icin Almanya Federal Saglik Komisyonu tarafindan ilag
olarak kabul edilmistir (1). Sekil 1'de calismamizda kullandiginuz polen pelletlerinin
fotografi gosterilmektedir.

Guney Afrikd nin tek bir polen turd ile yapilan calismada taze elle ve ar1 tarafindan
toplanmis ve depolanmis polen su, karbohitrat, ham protein, lipit icerigi bakimindan
karsilastirch. Elle toplanmis ve ari1 tarafindan depolanmis polende su igeriginin kuru
agirhga oranla (% 13-21) ve karbohitrat iceriginin (%35-61)daha yuksek oldugu, ham
protein miktarinin (%51-28) ve lipid igeriginin (%10-8) daha az oldugu tespit edildi (20).
Tablo 1'de polenin ortalama kimyasal bilesimi %RDA/EDI degeri ile verilmistir(RDA:
Tavsiye Edilen Gunlik Kullamm Miktari, EDI: Esansiyel GUnluk Kullamim Miktar1). RDA
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ve EDI degeri gunlik 2200 kca’lik, diyet uygulanan 25-50 yas araligindaki Amerikali
kadinlar icin verilmistir (4).

Polen tek basina mikemmel bir yiyecek sayillamaz. Y alnizca polen tiketimi faydali
olmaz. Mutlaka yiyeceklerle desteklenmelidir (5). Bell, Schimdt ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada, farelere sadece polen diyeti uygulayarak hayvanlar bir yildan fazla
yasattiklarin rapor ettiler (4).

Tablo 2'de polenin 1000 kca’lik enerji veren cesitli miktardaki yeyeceklerle
(domates, lahana, tavuk, fadlilye, elma, ekmek, biftek) Kkarsilastinilmas: verilmistir.
Domates, kabak, elmataze ve ¢ig, kizarmis tavugun budu ve gogus eti, pismis fasulye, tam
bugday ekmegi, 1zgara sigir eti olarak segildi. Polen demir, tiamin, riboflavin, niasin
bakimindan sekiz besin arasinda birinci, protein, potasyum, kalsiyum ve vitamin A igerigi
yoninden ikinci, vitamin C ve yag yoninden ise tUglncl ve sodyum icerigi yoninden
besinci sirada yer amistir. Genel degerlendirmede ise polen en yiksek besin degerine
sahip olmustur (4).

2 o N !d.Pf" T .53 A ) LY A

" %

Sekil 1: Calismamizda kullandigimiz polen pelletler



Tablo 1. Polenin ortalama kimyasal bilesimi ve besinsel degeri®(4)

Kimyasal Bilesim %RDA/EDI"
Enerji 2.46 keal/g®
Protein % 23.7 420
Karbohitrat % 27 83
Lipitler % 4.8 594
Kolesterol 0 o¢
Fosfor % 0.53 590
Potasyum % 0.58 190
Kalsiyum % 0.225 250
Magnezyum % 0.148 470
Sodyum % 0.044 27°
Demir 140 ppm 830
Mangan 100 ppm 2500
Cinko 78 ppm 580
Bakir 14 ppm 560
Nikel 4.5 ppm ¢
Bor Az ¢
Krom ? ?
Molibden ? ?
Iyot ? ?
For ? ?
Selenyum ? ?
Tiyamin 9.4 ppm 760
Niasin 157 ppm 940
Riboflavin 18.6 ppm 1300
Piridoksin 9 ppm 500
Pantotenat 28 ppm 450
Folik Asit 5.2 ppm 2600
Biotin 0.32 ppm 440
Vitamin Bi, 0 0
Vitamin C 350 ppm 520
Vitamin A 0 o}
Karotenler 95 ppm 00
Vitamin D 0 0
Vitamin E 14 ppm 160
Vitamin K 0 0

a Polenicin veriler

b: 2200 kcal’lik diyet uygulanan Amerikali kadinlarda RDA, tavsiye edilen ginltk kullammm miktarini, EDI
esansiyel gunltk kullamm miktarim gostermektedir.

c: Protein ve karbohitratlar icin 4 kcal/g ve yaglar icin 9 kcal/g baz alinarak hesapland:

d: Maksimum kullamm siniry, bu sinirin Gzeri zararhdir

e Insanlar icin besinsel gereksinim

f: Polen vit.A icermez ancak karotenler donustUrilebilir. 6ug p-karoten=1 Vit.A ve polen karotenlerinin
yansi B-karoten kabul edilebilir



Tablo 2. Polenin gesitli yiyeceklerle besinsel yonden karsilastirilmasi (4)

Yiyecekler Protein Yag Potasyum Kalsiyum Sodyum Demir Vit.A Tijamin Riboflavin Niasin Vit.C Ortalama
® @ () (mg) (mg (mg) (ntU) (mg (mg)  (mg) (mg) Skor
Polen 96.3 195 24 915 179 57 14500 3.82 7.56 63.8 142 62
Domates 50.0 8.8 110 588 138 22 41000 2.75 1.88 31.2 1050 60
Lahana 54.1 8.3 24 2037 835 16 5410 211 2.75 128 1950 58
Tavuk 152.8 35.9 2.0 60 484 8.9 484 0.28 1.29 57.7 0 31
Fasulye 40.1 6.5 1.7 443 3800 15 1070  0.65 0.25 4.9 16 30
Elma 34 10.3 1.9 122 19 5.3 1560  0.53 0.34 19 68 27
Ekmek 432 123 11 407 2200 12 Az 1.06 0.49 11.5 Az 23
Biftek 594 827 0.7 26 145 7.5 143 0.17 0.46 12.2 0 17
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Bir corba kasigi polenin (yaklasik 15 g) insan vicudunun ihtiya¢ duydugu amino
asit miktarim minumum seviyede karsilacigi bildirilmistir. Polenin % 40 n gesitli sekerler
olusturur. Huidobro ve arkadaslann polenin % 61'ini sadece indirgen sekerler(fruktoz,
glukoz), maltoz, sukroz ve polisakkaritler degil nisasta ve diger sindirilemeyen selliloz,
hemsellloz ve lignin gibi polisakkaritlerin olusturdugunu rapor etti. Lipitlerin polenin %
5'ini ve mineraler ise % 3'UnU olusturmaktadir. Yag asitlerinin % 60’1 serbest sekilde
bulunur. Serbest olmayan yag asitlerinin % 70’ini a-linolenik asit ve daha dislik seviyede
linolelk ve olelk asit olusturur. En ¢ok bulunan doymus yag asidi ise palmitik asitdir.
Polen igeriginin bitki Ortisine ve toplandigt mevsime goére oldukca degisdigi
unutulmamalidir (7).

Cin'de polenin anne ratlarin beslenmes ve fetls gelisimi Uzerine yapilan bir
calismada, polen tiketen gebe ratlarin vicut agirligimn daha cok arttigi, hemoglobin, total
protein, serum demiri ve albumininin daha yuksek oldugu, fetiis agirlimn daha fazla arttig
ve 6lum oraninin azaldig saptanmustir. Fetlslerdeki agirlik artisi asirt yiksek olmamakla
birlikte visera veya iskelet yapianda herhangi bir malformasyon gozlenmedi ve polenin
anne beslenmesini  gelistirirken, fetisin normal gelisimine bir etki yapmayacag:

savunulmustur (7).

2.1.3. Polenin Antibiyotik Aktivitesi

Cssitli polen orneklerinden 148 tane kif izole edilmistir. Mikroorganizmalrin
fermantasyondan ve polendeki cesitli kimyasal degisikliklerden sorumlu olmasi
durumunda bu mikroorganizmalar arasinda kuflerin de var olacag: ileri slrilmektedir.
Mikroplar endustride kullanilan antibiotikler, organik asitler ve enzimeler gibi Grinleri
uretirler. Polen kifleri protein, lipit, ve karbohidrat metabolizmasnda yer aan enzimi
uretmek zorundacir. Ornegin kaprilat esteraz-lipaz, 16sin, aminopeptidaz, asit fosfataz,
fosfoamidaz, B-glukozidaz ve N-asetil-B-glukozamidaz Urettigi tespit edilmistir. Polenin
toplanmast esnasinda arimin kattigi balda bulunan glukoz oksidaz enzimi glclU
antibakteriyel aktiviteye sahiptir (7).

Chauvin ve Lavie'nin yaptiklan calismada polenin S.pullorun, S.gallinarum, S.
Dublin, E. Coli. Proteus vulgaris, S.subtilis Caron ve B.pyocyaneus bakterilerine karsi
antibiyotik aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Chauvin ve Lavie farkl: floralara sahip
bolgelerden topladiklan polenleri bakterilere kars: farkli aktivitelerle cevap verdiklerini
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rapor etmislerdir. Antibiyotik aktiviteden sorumlu olabilecek olan bilesiklerin propoliste
oldugu gibi flavonoidlerin olabilecegi ve flavonoid icerigininde floraya bagli olarak

degistigi vurgulanmustir (7).

2.1.4. Polenin Anti-Aterosklerotik Aktivitesi

Polen ekstraklarimin yag seviyesini ve aterosklerotik plak yogunlugunu azalttigi,
trombosit agregasyonunu ise in vivo ve in vitro olarak inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu
bulgularin insanlar icin de gegerli oldugu yapilan ayn calismalarla da ortaya konmustur.
Kardiyovaskiler hastaliga sahip insanlarda yapilan ¢alismalarda diyetle alinan ve polenin
yapisinda bulunan poliansatire yag asitlerinin (PUFA), kan viskozitesini diusurdigu,
trigliserit ve kolesterol seviyelerini azdttig: tespit edilmistir (7). Polenin sulu ve etanolik
ekstraktlarimin kullanildigi bagka bir ¢calismada ise ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ile
superoksit radikal, hidroksil radikal vb. reaktif oksijen tirlerinin olusumunu engelleyerek,
lipit peroksidasyonunu engelledigi rapor edilmistir (8). Ratlara bir ay boyunca polen
diyetinin uygulancig ayr1 bir calismada ise ratlarin eritrosit redoks sistemleri incelenmis
ve kontrol grubuna gore polenle beslenen ratlarda glutatyon seviyesi(total SH gruplari),
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediktaz aktivitelerinin arttigi, eritrositterde de
malondialdehit ve dien konjugasyonunun da azaldigi tespit edilmistir (7).

Platel et agregasyonunu azaltan Eikosanpentenoik asidin(20:5n-3, EPA) prekirso ru
olan a-linolenik asit dolayli olarak yararli etkiler gostermektedir. EPA platelet
fosfolipitlerine dahil oldugu icin arasidonik asitle yer degistirebilir ve lipooksijenaz ve
siklooksijenaz icin arasidonik asitle yarisarak veya daha az proagreggator Prostoglandin Hs
ve Tromboksan Asz’e donuserek antitrombotik etki gosterebilir. Polen de a-linolenik asit
yoninden zengin oldugu icin bu etkilere dolayli olarak katilabilecegi disunilmektedir (7).
TUm bu ozellikleri ile polen kanser, kardiyovaskiler ve diabet gibi cesitli hastaliklardan

korunmada yardimc: olabilecegi savunulmaktadir (8).
2.1.5. Polenin Antineoplastik Aktivitesi
Polen ekstraktlarindan izole edilen siklik hidroksamik asit (2,4-dihidroksi-sH-1,4-

Benzoksazin-3(4H)-one) ‘nin in vitro olarak kanser hiicrelerini 6ldurdtgi rapor edilmistir.

Polenin aktif bileseni olan hidroksamik asidin benign prostat hiperplazili hastalarda
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semptomlann giderilmesinden sorumlu olabilecegi distunilmektedir. Bu hastalig: tasiyan,
62-89 yas arasinda olan, seksen dokuz kisiye polen ekstraktlar: verilerek yapilan ¢calismada
prostat hacmi ile idrara gkma kabiliyetlerinde orta dizeyde iyilesme goéruldiugi rapor
edildi. Eski uygarliklarda da prostatit polen kullanilarak iyilestirilmekteydi (7).

2.1.6.Polenin Antioksidan Ozellikleri

Polenin serbest radikal ve antioksidan aktiviteleri ile ilgili yapilan analizler
sonucunda sadece fenolik bilesiklerin aktif oldugu ortaya konmustur. Cinnamik asit
turevlerinin en etkin fenoliklerden oldugu ve eksikliklerinde antioksidan aktivitenin garpici
bir sekilde azaldigt bildirilmistir. Cinnamik asidin bu antioksidan aktivites ile polen
tuketen kisilerin vicutlarinm yeniledigi ve 6mir uzattigi iddia edilmektedir. Campos ve
arkadsslar farkli floraardan toplanan polenlerin serbest rakikal temizleme aktivitesini
inceleyerek fenolik asit tirevlierinden zengin olan polen tirlerinin sadece flavonoid iceren
tirlere gore cok daha etkin radikal temizleyid aktivite gosterdigini rapor etti (7). Ug yil
bekletilmis ve taze polenlerle yapilmis bir calismada ise yiksek flavonoid ve fenolik asit
icermesine ragmen serbest radikal yok etme 6zelliginin %50 oranina kadar azaldig: tespit
edilmistir (21).

Flavonoid ve fenolik bilesiklerin insan vicudunda antioksidan/radikal temizleyici
aktivitelere sahip oldugu ve bazi hastaliklar1 engelleyebilmek veya tedavi edebilmek icin
kullanilabilecekleri ile ilgili pek cok calisma literatirde yer almustir. Aktif serbest
radikallerin diger faktorler esliginde hiicre yaslanmasina ve biyolojik dengesizlige sebep
oldugu hatta premattire dogumlardan sorumlu olabilecegi ileri surtlmektedir (7). Ayvaz ve
Deger polen ve propolis ekstraktlarimn antioksidan aktiviteleri ile eritrositlerde lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigini rapor ettiler (22). Olimpik atletler ek besin olarak polen
tukettikleri zaman performanslarimmin daha gok gelistigi ve verimliliklerinin arttigi ve
atletlerin bunu polenin antioksidan 6zelliklerine borglu oldugu savunulmaktadir (7).

Dudov ve arkadaslar: ratlara an poleni enjeksiyonu uygulayarak rat eritrositlerinde
lipit oksidasyon Uriinlerinin(malondialdehit ve konjuge dienler) seviyesini azalttigi bunu da
polenin antioksidan 6zelligine borclu oldugu savunulmustur(23). Dudov ve arkadaslar
yaptiklar1 baska bir calismada tavsanlart 1 ay boyunca polen iceren diyet uygulayarak
Immiin Globulin M ve Immiin Globulin E'nin primer ve sekonder seviyeleri Uzerine

immunostimilator aktivitenin var oldugunu tespit ettiler (24).
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Brassica campestris L.turindeki polen Cin’'de kanser gibi hastaliklara karsi viicut
direncini artirmak icgin tuketilir. Wu ve arkadaslar1 bu tirdeki polenin kloroform
ekstraktlarimin steroid fraksiyonu ile farkli orjinli cesitli (PC-3, LNCaP, MCF-7, Hela,
BEL-7402, BCG-823, KB, A549, HO8910) kanser hiicrelerinde sitotoksik aktivitelerini
inceledi. Polenin en guclu sitotoksik aktivitess PC-3 prostat kanser hiicre serilerinde
gbzlendigi ve kaspaz-3 aktivitesini artirmas: yam sira anti-apopitotik Bcl-2 protein
ekspresyonunu doza bagli olarak azatarak PC-3 hicrelerini apopitoza strikledigi
bildirilmis ve prostat kanserinin tedavisinde Brassica campestris L. poleninin kloroform
ekstraktinin steroid fraksiyonunun kullanilabilecegini savundu (25).

Hepatik, anemik ve dislipidemik problemleri olan kisilere 6 aylik ve 1 willik
uyguladig polen diyeti sonucu hastalarin hematolojik test sonuglarinin tamamen normal
degerlere ulastigin bildirmistir (19).

Polen ve polen Grdnlerinin beningn prostatitli hastalarda ve polen aerjisi olan
cocuklarda oral olarak kullanilarak tedavide basarili olunabilecegi Schmidt tarafindan
savunulmaktadir (4). Shoskes ve arkadaslan ise akut prostatitli hastalara polen tiketmel eri
Onerilmezken, kronik pelviks agri sendromuna (prostatit 3. kategori)sahip hastalarda anti
inflamasyon ve anti androjenik etkisinden dolayr polen tuketiminin semptomlar: azalttigim
icin Onerilmektedir (26).

Ratlarin polenin etanolik ve sulu ekstraktlarimin ora verilmesiyle femoral-
diaphyseal ve metaphyseal dokulardaki kalsyum miktarimin arttigi dolayisiyla kemik
kalsifikasyonunda anabolik bir etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Benzer sonuclar
propolis ve an siitll ile de elde edilmistir. Yine baska bir ¢calismada ratlarda ora olarak ve
rat kemik doku kudltirinde polenin sulu ekstraktlarimin kullanmminin akalen fosfataz
aktivitesini ve hicrelerin DNA icerigini artirdigi tespit edilmistir(27).

Cinlilerin kullandig: icinde polen ve gesitli bitkilerin bulundugu NaO Li Su Kirl
ile yasl1 insanlarda yapilan bir ¢alismada Ug aylik uygulama sonucunda eritrosit ve serum
kreatinin miktarimin arttign ancak hafiza gelisiminde beklenen sonucun elde edilemedigi
bildirildi (28).

1991'de Dr. Mavrice M. Tinterow'un Kansasdaki Wichita Biyo-iletisimler
Arastirma Ensitlttstinde Bee All Free polen tabletleri kullanilarak, aerjileri, astim, saman
nezlesi, kronik siniisti ve kronik engelleyici akciger hastaligi olan 195 kisi Uzerinde yapilan
calismalarda dort hasta disinda timinde tatmin edici sonucglar alinmistir. At polenini

kullanmadan 6nce herhangi bir aerjinin olup olmadigini test etmek igin disik dozlarda
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polen alinmalidir. Eger alerjik reaksiyonlar (6rnegin ciltte kizarma, bas agrisi ya da hiriltil
nefes ama) gozlenmezse bu doz yavas yavas artirilmalidir (29).

2.2. Propolis

Propolis bal arilar1 tarafindan cesitli bitkilerden, aga¢ recinelerinden toplanan
yapiskammsi, koyu renkli, kompleks kimyasal kompozisyona sahip bir materyaldir (2)
Diger adi1 bee glue olan propolis pro- ve —polis koklerinden olusarak kovanin (sehrin)
savunmasi anlamint tasir (30). Bal arilar regineyi toplarken cigneyip tukirik enzimleri ile
karnstirarak kismen sindirirler. Toplama esnasinda polenle karisan recine daha sonra ari
mumu ile kanistinlarak kullanilir (2, 31). Tukarok enzimleriyle karisan propolisin kimyasal
yapisinda meydana gelen degisikliklerle propolisin standardize edilmesinde guiclikler
olusur (2). Propolisin toplandig: cografik bolge ve iklime bagli olarak da igerigi degistigi
icin standardize edilmesi pek mimkin degildir (3). Isci anlar propolisi kovan tamir etmek
ve istilacilardan korumak icin antiseptik olarak kullanirlar. Tim kovan arilar tarafindan
propolismum karisimi ile sivanir (6). Sekil 2'de calismamizda kullandigimiz propolis
ornekleri gosterilmistir.

Propolis antik cagdan beri halk hekimleri tarafindan anti-inflamatuar 6zelliginden
dolayr (32), gz, bogaz, Uriner enfeksiyonlardan korunmak igin, (30,33) ve ekzama, Ulser,
kotu nefes gibi rahatsizliklar: giderebilmek icin kullamlmustir. Bu tip rahatsizligi olan
insanlara bala %10 oramnda propolis katillarak hazirlanan kansim ilag olarak veriliyordu
(30).

Propolis antiseptik, antimikotik, bakteriostatik, astirgent, antiviral, spazmolitik,
antiinflamatuar, anestezik, antioksidan gibi 0zelliklere sahip oldugu igin son yillarda ilag
ve kozmetik endlstrisinde ve yiyecek teknolojisinde oldukca ilgi gormektedir (2). Cildi
nemlendirme, yenileme, kirisikliklari giderme ve antibakteriyel o6zelliklerinden dolay
guzellik kremlerinde, gesitli losyonlarda kullanilarak kozmetik endistrisinde yer alir (34).
Ayrica propolis diseti, dudak ve agiz iltihaplarnn iyilestirebilmek icin dis macunlar: ile
ag1z yikama sol usyonlarinda da kullamimaktadir (2). Yiyecek teknolojisinde de dnemli bir
yere sahip olan propolis, kimyasal koruyucu olarak konservecilikte (2) ve insan vicuduna
yararh bilesenler icermesi nedeniyle de mineral destekli diyetetik Urtinlerde yer almaktadir
(35). Propolis iceren mesrubat ve yiyecekler kanserden, diyabetten, enflamasyondan ve
¢esitli kalp hastaliklarindan korunmak isteyen tuketiciler tarafindan kullamilmaktadir
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(3,31). Propolisin tablet, toz ve sakiz Urinleri marketlerde tiketici hizmetine sunulmustur

).

Sekil 2. Calismamizda kullandigimiz propolis érnekleri

2.2.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis yasina ve toplandigi alanin cografik yapisina, iklimine baglh olarak koyu
sar, yesil ve koyu kahverengi gibi degisik renklerde olabilir (3,31). Genel olarak 60-69 c?
arasinda erime noktasina sahiptir (36). DUsUk sicakliklarda sert, donmus halde bulunabilir
ve 0 C%de kirllgan 06zellige sahiptir. Propolis yaslandikca rengi koyulasabilir ve
kirilganlasabilir (2).

Propolis su ve hidrokarbon cozlculerde distk, alkollerde ise yiksek oranda

¢Ozunurluk gosterir (7).
2.2.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Avrupa, Kuzey ve Giuney Amerika, Asya ve Afrika dan toplanan propolisler
kimyasal icerikleri bakimindan incelendigi zaman farkliliklarin oldugu rapor edilmistir (3,
7). Propoliderin farkli bolgelerden toplanmasina ve farkli kimyasal iceriklere sahip
olmasna ragmen, genelde aktif olduklar1 ve benzer biyolojik 6zellikler gosterdikleri
savunulmustur (31).

Propolis genel olarak % 50 regine ve bitki balsami, %30 art mumu, %10 esansiyel
ve aromatik yaglar, %5 polen, % 5 ¢esitli organik kaintilardan olusur (2). Propolisdeki
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temel kimyasal sniflar; flavonoidler, fenolik ve ¢esitli aromatik bilesiklerdir. Bu siniflar
disinda birgok B-kompleks vitamini, dnemli mineralleri ve eser elementleri de icerir (6).

Tablo 3 de propolis bilesenlerinin stniflar1 ve gruplar: oranlari ile birlikte verilmistir (10).

Tablo 3. Propolis bilesenlerinin siniflar1 ve gruplar: (10).

Propolis Bilesenlerinin Simiflar1  Propolis Bilesenlerinin Gruplari

Recine %45-55
& Flavonoidler, Fenolik asitler ve esterleri
A e %25-35

Mum ve Y ag Asitleri o o )

an mumu, bitki kaynakli mum, bitki kaynakl:1 yag asitler
. 5 %10

Esansiyel Yaglar _
Ucucu bilesenler
%5

Polen Polen kaynakl: proteinler, serbest aminoasitler
(Yaygin olarak Prolin ve Arginin)
%5

Organik asitler ve mineraller 14 eser mineraller (Yaygin olarak Fe, Zn ayrica Au, Ag, Cs,

Hg, Ca, Sb ve digerleri), Ketonlar, laktonlar, kinonlar,
steroidler, benzoikasit ve esterleri, vitaminler, sekerler

Farkl1 propolis drneklerinden bugiine kadar 200’ den fazla bilesik izole edildi. Genel
olarak birgok Ornekte yag, fenolik asitler ve esterleri, fenolik esterler, flavonoidler
(flavonlar, flavanonlar, flavonoller, dihidroflavonoller, chalconler), terpenler, B-steroidler,
aromatik aldehitler ve akoller, sesquiterpenler, naftalin ve stilbene tirevleri ortak olarak
bulunmustur (2,37).

2.2.2.1. Flavonoidler

Bugiine kadar propolisten 38 den fazla flavonoid izole edilmistir. Bunlar arasinda
baslica galangin, kaempferol, quercetin, pinocembrin, pinostobin ve pinobanksin 6rnek
verilebilir. Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica sinnamil akol, sinnamik asit,
vanillin, benzil akol, benzoik asit, kafelk asit ve esterleri, ferulik asit yer almaktadir (6).

Sekil 3'de propolisteki tipik flavonoidierin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi
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gosterilmistir (7) Tablo 4’ de ise propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik bilesikler
verilmistir (38).

S\J —o -Q_O” @f— CH=CHOOOH dﬂ

QUERCETIN KAFEIK ASIT PINOCEMEAIN

Sekil 3. Propolis'te bulunan tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari
(7).

Tablo 4. Propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenololik bilesikler (38).

Dihid Sinnamik
Flavonlar Flavonoller Flavononlar rdro asit Digerleri
Flavoneller . .
tiirevleri
—_ : . : : — 11-Farnesol
Apigenin  Kaempferol  Pinocembrin Pinobanksin Ferulik asit (sesquiterpene)

. , . Pinobanksin-3- ... B-Caryophyllene
Asasetin Kaempferid ~ Sakuranetin asetate Kafeik asit (terpenoid)
Baisetin Gaangin  isosakuranetin Pinobanksin-7-metil p-K umari k Terpi nc_ol

ether asit (terpenoid)
Krisin  Isohamnetin Benzoik asit
, : Syringaldehit
Luteolin ~ Rhamnetin (dliterpenikasit)
Protocate huikasit
Tectokrisin ~ Myrisetin (benzoik asit
tUrevi)
Vanillin
Fisetin (benzaldehit
turevi)

Rutin

Flavonoidler meyvelerde, sebzelerde, cay, sarap, meyve suyu gibi iceceklerde dogal
olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir (39). Flavan, flavonol, flavon, flavonon ve flavanol
gibi pek cok flavonoid siifi var olup bugine kadar 4000'den fazla flavonoid
tammlanmistir (40). Farkli kimyasal yapilara sahip olan flavonoidler farkli biyolojik
Ozellikler gosterirler.  Genel olarak toksik olmayan flavonoidier antidlerjik,
antiinflamatuar, antioksdan, antimutagenik ve ¢esitli enzim aktivitelerini dizenleme
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ozelligine sahiptirler. Saglik Gzerine yararl1 etkilere sahip oldugundan dolay: flavonoidler
kalp hastaliklarina ve kansere kars1 kimyasal koruyucu olarak kullanilabilirler (2, 40).

Flavonoidler biyolojik aktivitesini agir metal iyonlarini, biyolijik polimerleri
baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve serbest radikalleri yok ederek dort
farklh sekilde gosterir (2). Flavonoidler akilleyici ganlara, polisiklik aromatik
hidrokarbonlara radyoaktif kimyasallara ve diger mutgenlere/karsinojenlere karsi
antigenotoksik aktiviteye sahiptir (40).

Diyetle ainan flavonoidlerin kanser hiicrelerinin apoptozisinde, farklillasmasinda ve
cogalmasinda kanser 6nleyici gjan olarak 6nemli etkileri vardir. Glntimuzde flavonoidlerin
kanser 6nleme mekanizmas tam agiklanamamakla birlikte, bazi flavonoidlerin tirozine
spesifik protein kinazlar: inhibe ettigi bilinmektedir. Ornegin quercetinin protein kinaz
C'yi inhibe ettigi rapor edilmistir. Yine bir flavone olan 2-fenil-4H-1-benzopyran-4-
one nin insan kolon karsinoma hiicrelerinde apoptozisi ve farklilanmay: indikleyerek
hiicre cogalmasam engelledigi bildirilmistir (40).

Flavonoidler antioksidan 6zelligini yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplar, gift

baglar ve 3'-4'-dihidroksi katekol konfigirasyonlari ile kazanir (40,41).

2.2.2.2. Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Propoliste bulunan art mumu ve yag asitleri proplisin yaklasik %30 unu olusturur
(10). An mumu bashca mono esterler, diesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar,
hidroksiesterler, poliesterler, uzun zincirli yag aditleri, triesterler ve asit esterlerinden

olusur (7).

2.2.2.3. Esansiyel Yaglar

Propolisteki ugucu bilesenler propolisin yaklasik % 10’ nunu olusturur (10). Ugucu
bilesenlerden asit ve ester bashigr atinda miristik asit, sinnamik asit, pamitik asit,
dihidrosinnamik asit, izovaerianik asit 6rnek verilebilir. Alkol, fenol ve adehit baslig
altinda 2-feniletanol, benzil akol, etilfenol, benzaldehit sayilabilir. Monoterpen basligi
altinda x-pinene, terpinen-4-ol ve p-Cimene, sesqutierpen basligi altinda is spatulenol ve
nerolidol drnek verilebilir. Cg-Cys arasindaki hidrokarbonlar ve aromatik hidrokarbonlarda

ucucu bilenenler arasinda yer alir (42,43). Ancak Schmidt ve arkadaslarina gore propoliste
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bulunan ugucu yaglar, terpenler ve art mumu propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini
anlamli bir sekilde etkilememektedir (7).

2.2.3. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

Propolis antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiinflamatuar, antihistamin,
antioksidan, lokal anastezik, kapiller guclendirici, Ulser iyilestirici, tumor sitotoksik gibi
cesitli aktivitelere sahiptir. Tablo 5'de biyolojik aktiviteleri bilinen propolis bilesenleri
verilmistir (7).

Cssitli mevsimlerde toplanan propolislerin antibakteriyel aktivitesi incelendiginde
anlaml bir farklilik tespit edilememistir (44). Gram pozitif ve gram-negatif bakterilerle
yapilan bir calismada ise propolisin gram-pozitiflere karst daha guclu antibakteriyel
aktivite gosterdigi rapor edilmistir (45). Agiz bakterilerilerine karst da oldukca etkili olan
propolisin plak olusumunu ve ora patojenlerin hiicrelere yapismasim engelledigi ayrica
klinikte kullarulan antibiyotiklerle kiyaslandigi zaman propolisin daha etkin oldugu cesitli
calismalarda bildirilmistir (33,46). Ulser iyilestirici 6zellige de sahip olan propolis bileseni
pinocembrinin bu etkisini Helicobacterpylori’ ye kars1 antibakteriyel aktivite gostermesi ile
gerceklestirdigi belirtilmistir (47).

Tablo 5: Biyolojik aktivites bilinen bazi propolis bilesenleri (7).

Propolis bileseni Farmakolojik Aktivite
Quercetin Antivira
Antihistaminik
Ulser iyilestirici
Kapiller giiclendirici
Pinocembrin Antibakteriyel
Antifungal
Antikuf
Lokal anastezik
Kafeik Asit Antibakteriyel
Antifungal
Antivira
Antiinflamatuar
Kafeik asit fenil TUmor sitotoksisitesi
esteri(CAPE)
Asasetin Antiinflamatuar

Pinostrobin Lokal anestezik
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Propolisin in vitro olarak herpes simplex tipl, herpes ssmplex tip 2, adenovirUs tip
2, vezikuler stomatitis virts, polioviris tip 2 gibi birgok DNA ve RNA virtserine karsi
antiviral 6zellige sahiptir (2). Propolisde bulunan flavonlarin HIV-I proteaz inhibit6ri
oldugu ve licorice fenolik tirevlerinin anti-HIV -1 aktivitesine sahip oldugu rapor edilmistir
(48).

Propolis sulu ekstraktlarimin makrofajlar1 aktiflestirdigi, IL-1 (interlokin-1) ve TNF
(tumor nekrozis faktor) gibi pek ¢ok aracmn ve fungus Oldlrict oksijen ve nitrojen
metabolitlerinin salinmasim artirarak anti-fungal aktivite gosterdigi bildirilmistir (49).

Propolisin antioksidan olmasi ve lipooksijenazlarin inhibitori olmas: nedeniyle
antiinflamatuar aktiviteyi kontrol ettigi savunulmaktadir (9). Propolisden izole edilen
Artepillin C'nin (3,5-diprenil-4-hidroksi sinnamik asit) gucli antimikrobiyal aktivites
disinda sitotoksik etkisinin de var oldugu tespit edilmistir. insan gastrik karsinoma
hicrelerine (HEC), insan akciger kanser hicrelerine (BLC) ve fare kolon karsinoma
hiicrelerine (Colon 26) Artepillin C eklenince bu hicrelerin biyimesinin inhibe edildi gi
acikca goralmustir. Artepillin C pek ¢ok karsinoma hiicresinde gen sentezini S-fazinda
durdurarak, hitcre membranlarinin  Ozelliklerini  degistirerek ve hicrenin iyonik
gecirgenligini bozarak 6lime sebep olmustur (47). Propolis bilesenlerinden feniletil-3-
metil kafelk asidin ve bazi kafeik asit esterlerinde azoksimetanin sebep oldugu rat kolon
kanserlerini  inhibe ettigi  rapor edilmistir.  Ayrica Quercetinin  7,12-dimetil
benzaanthracen’in sebep oldugu meme bezi timorlerini ve azoks metanin sebep oldugu

kolon kanserlerini inhibe ettigi tespit edilmistir (32).

2.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri Kuzey Amerika da erkeklerde en ¢ok malignansi gosteren, her il
yaklasik 200.000 kiside teshis edilen ve 45.000 erkegin 6ltmiine sebep olan kanser tlrudur
(50). Elli yas Ustl tim erkeklerin % 20’sinde mikroskobik seviyelerde prostat kanseri
goruldigu ancak sadece % 5'inde bunun bir anlam tasidigi ve ortalama atmis bes
yaslarinda 1 cc’den buyutk kansere sahip olunabilecegi ileri strilmektedir (51). Prostat
kanserinin patogenezi hala tam olarak anlasilamamistir. Ana risk faktérleri arasinda yas,
etnik koken, ailesel hikéye ve steroid hormonlar yer amaktadir. Prostat kanseri pek cok
Ulkede parae insidans oram gosterdigi ve benzer diyet faktorlerinden (6r: yag tiketimi)
etkilendigi one slrdlmektedir (50). Siyah wrkta daha sik gorulen prostat kanserinden
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fruktozdan zengin, kalsiyumdan fakir diyet uygulanmasyla D vitamini hidroksilasyonunun
uyarilmasi sonucu korunmamn mumkun olacag: ileri strilmektedir (52). Tedavi olarak
cerrahi mudahaleler, erkeklerde androjen baskilayici ilag tedavileri, kemoterapiler ve
radyoterapiler kullaniimaktadir (50).

Prostat kanseri tedavisi icin gerekenler yapilsa bile tekrarlayabilme ve metastaz
yapabilme ihtimali terapide en bilyik problemlerdendir (53). Prostat kanseri nedeni ile
olusan kemik metastazlarn siklikla artmis kemik formasyonlari(Osteoblastik |ezyonlar)
seklinde gorilse de bu metastazlarda ayn1 zamanda 6nemli bir oranda artmis osteoklastik
aktivite ile giden ostedizis oldugu bildirilmektedir (54). Primer tUmdrin ainmasina
ragmen yillar sonra bu hastalarda metastaz gelisebilir. Metastazin hangi mekanizma ile
gelistigine dair kesin bir bilgi bulunmasada hastarin immiinitesi veya maruz kaldig bir
travma ile iliskili olabilecegi one strilmektedir (51). Gunimizde uygulanan tedavilerin
idran tutamama, osteoporoz, anemi, sicak basmalan ve ereksiyon bozukluklar: gibi yan
etkileri vardir (53, 54). Kanseri yenebilen etkin bir tedavi olmamakla birlikte zamanla
hormon tedavisine verilen cevap zayiflamaktadir. Son yillarda korunma stratejileri 6nem
kazanmistir. Soya fasulyesi, sarimsak, yesil cay ve Vitamin D3 gibi ek besinlerin
kullanimindaki artis antikanser terapilere destek arz etmektedir (53).

Plazma membranm iyon kanallar: farklilasma, proliferasyon ve apopitoz gibi doku
homestazinin devamliligi icin elzem olan pek cok hiicresel prosesde rol a maktadir. Artmis
proliferasyon, anorma farklilasma ve programlanmis 6lime gitmeme anormal doku
buylmesinin ana sebepleridir ki bu daha sonra kanser karakteristigi olan kontrolsiiz
buylime ve invazyona donusebilir. Prostat kanser hiicreleri ¢esitli plazma membran: iyon
kanallarnni eksprese etmektedir. Esansiyel sinyal iyonlarimin akimi, intraselUler iyon
konsantrasyonunun bozulmas, hticre hacminin regile edilmesi ve membran potansiyelinin
surdurilmes ile prostat kanser hicreleri proliferasyona, farklililasmaya ve apopitoza
ugrarken metastatik kabiliyetleri iyon kanal1 karakteristigine gore degisebilmektedir.
Androjenden bagimsiz prostat kanser hiicrelerinin artmis malignansi ve invazyon kabiliyeti
genellikle daha uyarilabilen fenotipli plazma membrar ileiliskilidir. Bu iliski Ca™ akisin
diizenleyen depolarin downregulasyonu ile apopitoza kars: yiksek direng gosterme, farkl:
K" kanallann ve Transient Resdptér Potansiyel kanal ailesinin  ekspresyonundaki
degisiklikler ve sabit hticre hacminin strdirilebilmesini saglama gibi gesitli olaylara sebep
olan voltaj kapil1 Nat+ ve Ca'? kanallarimin varlig: ile ortaya konmustur (55).
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Y ilksek malignansiye sahip prostat kanseri hiicrelerinde K* gegirgenligi azalirken,
Na' ve Ca'? iyonlar: akisi da artmaktadir (55, 56). Bazi prostat kanseri epitel hiicrelerinde
Voltg kapili sodyum kana proteini (VGSC) ekspresyonunun, fonksiyonel protein
varligimin ve mRNA seviyelerinin arttigi ortaya konmustur. Y apilan arastirmalarda VGSC
aktivitesinin hicrenin metastatik kabiliyetini ve proliferasyonunu artircig: tespit edilmistir
(12, 55, 56).

Cesitli prostat kanseri hiicre serileriyle yapilan calismalara gore meastatik hizi
yuksek olanlarda VGSC aktivites yuksek, metastaz hizi diisiik olanlarda ise aktivite disik
tespit edidi (57, 58).

2.4. Voltaj-kapih Sodyum Kanal Proteini

VGSC glikozillenmis membran proteini olup, membran depolarizasyonuna cevap
olarak hizlica Na gecisine izin verir (14). Volta-kapil1 sodyum kanallari néronlarda
aksiyon potensiyelinin baglamasi ve ilerlemesinde ayrica diger elektriksel olarak
uyarilabilen miyosit ve endokrin hicreleri gibi hicrelerde oldukga 6nemli role sahiptir.
Hucre membranmi kigik milivoltlarla depolarize oldugu zaman, sodyum kanallari
milisaniyeler icinde aktive ve inaktive olur. Sodyum iyonunun integral membran
proteinlerine akis1 ile membran ileri derecede depolarize olur ve aksiyon potansiyelinin
(rising) yukselme fazim baslatir (59). Merkezi sinir sistemi, periferal sinir sistemi ve kas
hiicrelerinden gelisime baglh olarak farkli seviyelerde eksprese edilir ve aksiyon
potansiyelinin Uretilmesi ve iletilmesi gibi 6nemli pek c¢ok fonksiyonu duzenler.
Uyanlabilen dokular yam sira uyarilmayan hicrelerden de (lenfositler, fibroblastlar,
osteoblastlar, endotelyal hiicreler ve epitelyum orjinli metastatik kanser hiicreleri) eksprese
edilmes VGSC'lerinin samlcdigindan daha biyik dneme sahip oldugunu ve heniiz tespit
edilmemis hicresel rollere sahip olabilecegine isaret etmektedir (14, 60).

2.4.1. VGSC’lerinin Yapisi ve VGSC Hastaliklari

VGSC kana merkezi olarak nitelendirilen alfa Unitesinden (260 kDa) ve kanal
fonksiyonunu modifiye eden aksesuar beta 1-4 (33-38 kDa) alt Unitesinden olusur. Beta alt
uniteleri hicre iskeleti ve ekstraselliler matriks proteinleri ile etkileserek fonksiyonel

aktiviteleri module eder. o atbirimi birbirine benzeyen ve her biri ati o-heliks
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transmembran parcas (S1-S6) iceren dort domainden (I-1V) olusur. VGSC alfa atbirimi
bir veya birkag aksesuar beta altbirimi ile birleserek heterodimer olusturur (14). Insan ve
farelerde VGSC nin alfa altbirimini kodlayan farkl1 kromozomal lokasyona sahip, on gen
mevcuttur. Alfa atbiriminin dokuz izoformu (Nay 1.1-1.9) fonksiyonel olarak karakterize
edildi, onuncusu ise iliskili izoformun (Nax) Na kanal1 olarak fonksiyon gosterebilecegi
One surdldi (61). Na,1.1, Na, 1.2, Na,1.3 ve Na, 1.7 kromozom 2 Uzerinde, Na, 1.4
kromozom 17, Na, 1.6 kromozom 12, Nax kromozom 2, Na,1.5, Na, 1.8 ve Na, 1.9
kromozom 3, B1 alt birimi kromozom 19, 2, B3 ve 4 at birimi kromozom 11 Uzerinde
lokalize olmustur. B at birimleri hiicresel 1okalizasyona, fonksiyonel ekspresyona, kineti ge
ve voltg bagiml1 kanalin agcilmasina yardimci oldugu diis intlmektedir (62).

Sekil 4'deinsan VGSC'lerinin yapisi ve Sekil 5 de VGSC'lerinin U boyutlu yapisi
gosterilmistir (59, 63). VGSC membranin disar1 bakan yizeyinde kanal in merkezine acilan
Na'nun giris yaptigi 4 kiicik giris kapisii ve kanal merkezinden sitoplazmaya acilan 4
genis ¢ikis kapisim yapisinda barindirir. Sekil 5’ de de gérildigi gibi 4 dar porun yani sra
iki de perifera por (b) vardir. Periferal porlarin volta] duyarliliginda volta ayiriminda rol
alabilecegi One surilmektedir. Sato ve arkadaslarina goére periferal porlar hidrofilik bir
cevre olusturarak $4 voltg sensoriiniin disa tasinmasina yardimer olmaktadir (63). Sekil
4’ de goruldugl gibi her domain S4 segmentinde lokalize olan, primer amino asit dizisinin
her U¢lincl pozisyonda pozitif yikli amino asit tekrarlar: iceren volta) sensoriine sahiptir.
S5 ve S6 helikderi arasindaki girintili loop transmembran bdlgesine gomullp porun
ekstraselUler ucunda iyon secici filtre olarak dar bir yap olusturur. Genis intraseltler por
ucu ise dort tane S6 pargas: tarafindan olusturulur. Kiglk ekstraseltler looplar
transmembran parcalan ile baglantili olup en genisleri S5-S6 parcasinin membran girintili
lopuna baglanmasim saglar. Daha genis intraselller loplar dort homolog domaini birbirine
baglar. Genis amino-terminal ve karboks terminal kuyruk domainleri sodyum kanalinin i
yuzinin olusumuna katkida bulunur. Bu yap1 biyokimyasal, elektrofizyolojik ve yapisal
deneyler sonucu ortaya konmustur. Nikleer Manyetik Rezonans (NMR) calismalari
sonucu izolésin-Fenilalanin-Metiyonin (IFM) motifinin hidrofobik karakteri ile porun
agzim agip kapayarak anahtar rolt Gstlendigini ortaya konmustur (59).

VGSC'lerinin transmembran ve ekstraselUler domainlerdeki amino asit dizileri en
az % 50 homoloji gostermektedir. Dokuz sodyum kanal1 o alt biriminin her biri en az 20
ekzon kodlamaktadir. Bulunduklari kromozoma gore grublandirilan Na, izoformlar:

arasinda birinci grub olarak kabul edilen Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 ve Na,1.7'nin, dizilimleri,
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biyofiziksel 6zdlikleri, bir norotoksin olan tetrodotoksnce (TTX) nonomolar
konsantrasyonlarda bloke olabilme yetenekleri benzerlik gostermektedir. ikinci grub olan
Nal.5, Na,1.8 ve Na,1.9'un amino asit dizileri %75 homoloji géstermesine ragmen amino
asit degisikliklerine ve farkli TTX rezistansina sahiptirler. Na,1.5 en onemli kardiyak
izoform olup por bolgesindeki domain I'deki amino asit dizisindeki tek degisiklik
(fenilalanin—sistein) TTX sensivitesinde 200 katlik azalisa sebep olamktadir. Pozisyona
bagli olarak Na,1.8 ve Na,1.9 daki serin rezidustindeki degisiklik TTX’e kars1 rezisdansda
artisa sebep olmaktadir. Na,1.8 ve Na, 1.9 periferal sensory noronlarda eksprese
edilmektedir. Na,1.4 iskelet kasinda bulunurken Na,1.6 merkezi sinir sisteminde bolca
bulunmaktadir. Na, 1.4 ve Na,1.6 2. kromozom Uzerinde ekspres edilen diger alt birimlerle
kiyaslandigi zaman % 85'den fazla homolojiye sahip olduklari, benzer fonksiyonel
Ozellikler gosterdikleri ve benzer nanomolar konsantrasyonlarda TTX’e karsi hassas
olduklar: tespit edilmistir. Onuncu sodyum kanali Nax’in amino asit dizilimi farklidir.
Fonksiyonel olarak 6énemli olan volta) sensorl ve inaktivasyon kapisindaki farkliliklara ve
farkli htcrelerdeki ekspresyonun eksikligine bakildigi zaman bazi bilim adamlar
tarafindan Nax’in voltaja bagli sodyum kanali olarak fonksiyon gostermeyecegi ©6ne
surdlmuistdr. Ancak Nax geni cikarilmis farelerin hipotalamusu ile yapilan deneylerde
ekstraselUler tuz seviyelerine kars1 verilen cevapta eksiklik oldugu tespit edilmistir. Buna
dayanarak arastirmacilar Nax'in voltg- kanalindan ziyade tuz-sensori olarak rol adigin
savunmuslardir (59).

Candenas ve arkadaslan 20 farkli dokuda VGSC izoformlarinin ekspresyon
seviyesini incelemistir. Bu calismada alfa atbirimin Na, 1.5 izoformunun pek ¢ok dokudan
eksprese edildigi ancak en glclu ekspresyonu kalpte daha sonra sirasiyla yetiskin ve fetal
beyni, testis, prostat, tikriuk, adrenal ve tiroid bezleri, iskelet kas, akciger, trachea,
placenta, uterusda gézlendigi rapor edildi. ilging olarak fetal karacigerinde anlamli
ekspresyon gozlenirken, yetiskin karaci gerinde ekspresyon gozlenmedigi belirtildi. Ayrica
cerebellum da da Na, 1.5 izoform ekspresyonunun gozlenmemesi dikkat ¢ekici bulundu.
Na, 1.7 izoform ekspresyonu ise yine pek cok dokuda gozlendi ancak en fazla testis,
yetiskin ve fetal whole beyin ve plasentada tespit edildi. Cerebellumda Na, 1.7 izoform
ekspresyonunun tespit edilememesi yineilging olarak yorumlandi (62).
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Sekil 4. VGSC alt birimlerinin sematik gosterimi. Na, 1.2 kanalinin o atbiriminin
immunoglobulin benzeri katlanmalar gosteren p1 ve B2 atbirimleri ile
birlikte kolokalizasyonu ve etkilesimi. Roman rakamlan o at biriminin
domainlerini gosterir. yesil renkteki segment 5 ve 6 por olusumuna
katilirken sar1 renkdeki $S4 heliksi ise voltg) sensor 6zelli gini tagir. Domain
[11 ve IV'Un intrasel Uler loplarndaki mavi kireler kanalin inaktivasyonunu
saglayan IFM motifini ve reseptorint (h inaktivasyon kams), P
fosforilasyon bolgelerini (kirmizi kireler Protein Kinaz A(PKA), kirmizi
kareler ise protein kinaz C (PKC) ic¢in) -y, N-linked glikozilasyon
bolgelerini gostermektedir. Her domain lopunun girisinde bulunan amino
asitlerle kanal iyon secici ¢zellige kavusur. Dis ylzey EEDD, i¢ ylzey
DEKA amino asit dizisine sahiptir (59).

MNa+
® e

Sekil 5. Voltg-kapl1 sodyum kana proteinlerinin tc boyutlu sematik yapis a
merkezi iyon gecirgenlik poru, b: por girisi veya kapi poru (63).
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Sekil 6'da VGSC'lerinin genomik lokasyonu gosterilmistir (64). VGSC protein
genlerindeki mutasyonlar veya kanal gen ekspresyonundaki regulasyon bozukluklar:
insanlarda kanalopatiler olarak adlandirilan gesitli hastaliklara yol acar. Ornegin genetik
mutasyonlar sonucu periyodik kas paralisis, uzun QT sendromu ve epilepsi veya gen
ekspresyonundaki regilasyon bozukluklari sonucu kronik agrilar, multiple skleroz ve
kanser gozlenebilir (14). iskelet kasi kasilmalarin, kardiyak ritmi veya néronal fonksiyonu
etkileyen ve hayat: tehdit edici seviyeden hayat: kisitlayan dizeye kadar cesitlilik gosteren
insan VGSC genlerindeki mutasyonlarla baglantili en az 20 hastalik bu giine kadar tespit
edilmistir. lgili hastaliklar Tablo 6 da verilmistir. Pek cok kanal hastaligi dominant gegisli
olup bazilan resesif gecisli veya sporadik olabilir. Ek olarak, bazi parmogenetik
sendromlar VGSC genlerinin gesitliligi ile iligkili olabilir. Bu hastaliklarin klinik belirtileri
temel olarak mutant genlerin dokudaki ekspresyon seviyes ve molekiler seviyede
VGSC' nin biyofiziksel karakterindeki fonksyonel bozukluk ileilgilidir (64).

[
| SCN5A*

SCN10A
LSCN 11A

SCNBA™

SCN1B*

piss SCN4A™
SCN2A*
SCN1A*
l SCN9A™

SCN4B e
SCN2B** o
[scwas

11 12

2

SCN1A:Na/l.1, SCN2A:Nay1.2, SCN3A:Na,1.3, SCN4A:Na,1.4, SCN5A:Na,1.5,
SCN8A:Na,1.6, SCN9A:Nal.7, SCN10A:Na,1.8, SCN11A:Ngl.9, SCN6A
(SCN7A):Nax, SCN1B:f1, SCN2B:2, SCN3B:3, SCN4B:p4 alt birimi.

Sekil 6: insan VGSC'lerinin genomik lokasyonu. VGSC o (kirmizi) ve B (mavi)
atbirimlerinin insandaki kromozomal lokasyonu. Tek yildizli olanlar
kalitsal hastaliklarlailiskili olanlara, cift yildizli olanlar ise fare fenotipi ile
ilgili olanlaraisaret etmektedir (64).
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Tablo 6. Kalitsal sodyum kanal hastaliklar1 (64).

Peripheral nevre

Kas Sodyum Kanal Kardiyak Sodyum Beyin Sodyum Kanal d Kanal
Hastaliklan Kanal Hastahklar1 Hastaliklar: S(I)-Izslgilklzl;la
(Na,1.4) (Na,1.5) (Na,1.1, Na,1.2, p1) (NauL7)
Hiperkalemik periyodik Konjenital uzun QT R Ailesel primer
felc(HyperPP) sendromu tip3(LQT3) Febril nobetli epilepsi(GEFS) eritermalgia
. Idiyopatik ventrikiller ~ Bebeklik donemindeki siddetli
Paramyotonia e . . . .
konjenital (PC) fibrilasyon (Brugada miyoklonik epilepsi (Dravet
sendromu,|VF) sendromu)
Potasyum-uyariml Izole kalp iletim sistem e N
miyotoni(PAM) hastalig: Sk nobetli cocuk epilepsis
Agnh. konjemtal Atrial standsill Benign alleﬁeluneonatal—(;ocuk
miyotoni nobet
Myasteni sendromu Konjenital hasta siniis
sendromu
Hipokalemik periyodik Ani bebek 6lUmu
paraizi tip 2 sendromu
Dilate

Malign hipertermiye
duyarlilik

kardiyomiyopati,iletim
bozuklugu, aritmi

2.4.2. VGSC’lerinin Cahsma Sekli

Membran polarizasyonuna, depolarizasyonuna ve
aktivitesini degistiren VGSC' lerinin calismasekli Sekil 7’ de 6zetlenmistir (61).

repolarizasyonuna gore

Sodyum kanalartnin  G¢ anahtar 0Ozelligi: voltgja-baglhh  aktivasyon, hizl
inaktivasyon ve segici iyon gecirgenligidir. Kanalin girisi her bir domainde bulunan S5-S6
adli transmembran kiamlart arasindaki loop tarafindan olusturulur. Dért domainde de
benzer pozisyonlarda bulunan iki 6nemli amino asit kanalin icini ve disini negatif yuklu
kilarak kanala bloklayicilan igin bir reseptdr baglanma bolges ve segici filtre 6zelligini
kazandirir. Bu rezidilerdeki mutasyonlar tetrodotoksn ve saxitoxinin baglanmasin ve
organik veya inorganik tek yuklu katyonlarin sodyum kanalindan gecmesini anlaml:
derecede etkiler. Sodyum kanalinin inaktivasyonu kanal aciliminin akabinde milisaniyeler
icerisinde gergeklesir. Hidrofobik IFM motifi ile kana inaktive olur ve bu motifdeki

mutasyonlar kanalin inaktivasyon derecesini anlamli derecede etkiler (59).
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Sekil 7. VGNC’ den sodyum akisini gosteren model. |: -90 mV’da kapal1 form, 11:
+30 mV’a depolarize olmasi ile kanalin agik hali, hipotetik tikayici
partikilin baglanmasiyla bloke olmus hal ve inaktive olmus. Zamana
bagli olarak kanalin agik hali inaktif hale doner. + 30 mV’a
depolarizasyonun akabinde repolarizasyon gergeklesir. 1ll1: Membran
depolarizasyonun hemen akabinde -90 mV’a repolarize oldugu zaman
actk haldeki kanal deaktive edici kuyruk akimimin olusumuna yol acar
(solda). Membran, kanalin bloke hade bulundugu daha uzun bir
depolarizasyona maruz kaldigi zaman — 40 mV’a repolarize olursa, bloke
edici partiktl kanaldan ayrilir ve kanalin yeniden acilarak seklin ortasnda
gortldugu gibi tekrar Na™ akisi gerceklesir. Yeniden gerceklesen Na
akim: zamanla azalir ve normal inaktivasyon sireci gerceklesir. Batin
kanallarin inaktif halde bulundugu uzun bir depolarizasyonun akabinde —
40 mV'a repolarizasyon gerceklesirse herhangi  bir Na“  akisi
gerceklesmez (sagda) (61).

VGSC'leri kendi aralarinda farkli aktivasyon ve inaktivasyon kinetiklerine
sahiptirler. Ornegin Na,1.1-1.4, Na, 1.6, Na,1.7 -40mV civarinda aktive olur ve hizli
inaktivasyon kinetigine sahiptirler. Na/1.5, Na,1.8, Na, 1.9 ise daha hiperpolarize
potansiyelde (-60mV veya daha negatif) aktive olur ve daha yavas inaktivasyon kinetigine
sahiptirler (14).



2.4.3. VGSC Toksinleri

Toksinler VGSC a-at birimlerinde baglandi g1 bolgelerine gore 5 simifa ayrilmaktir.
Bu siniflar Tablo 7’de ozetlenmistir. Kanalin agzim kapayan tetrodotoksin ve tirevleri
haric pek ¢ok toksin aktivasyon ve inaktivasyon ile ilgili bolgelere baglanir. Cesitli
ilaclarin ve toksinlerin VGSC Uzerindeki baglanma bolgeleri Sekil 8 de gosterilmistir. Bu
bolgelerin bazilar1 kalitsal Na kanal hastaliklarinda gériilen mutasyona ugramis
bélgeleridir (Sekil 9). Bu yiizden baz: toksinler kalitsal Na™ kanal hastaliklarinda gorilen
anaormal kanal kinetikleri olustururlar. Lokal anastezik, anajezik ve anti epileptik gibi

bazi ilaglar kanal porunun i¢ yizeyine (domain IV S6 kismi) baglanir ve kanal1 dinlenme

ve kullarima bagl1 bloke oldugu hale donusturtr (61).

Tablo 7. VGSC toksinleri veilaclar (61).

Toksinveilaglar Etki Mekanizmasi Baglanma Bolgeleri
Tetrodotoksn, saxitonin, u-conotoxins,  Por tikanmasiyla geci sin engellenmesi SS1-SS2
veratridine, batrachotoxin, aconitine, m’'deki negatif degisiklikten dolayl 1-S6 ve IV-S6
grayanotoxin siirekli aktivasyon ~oVelv-

a- scorpion toxin, B-pompilidotoxin, sea  1V-$4 volta) sensodrinin disa ¢ikisinin

anaemone toxin engellenmesi IV-53-54 loop
. . [1-4  voltsf  sensbrinun  disan

B -scorpion toxins pozisyonda kalmas [1-S3-+4 loop
. . . m'deki negatif degisiklikten dolay

Brevetoxins, ciguatoxins siirekli aktivasyon [-S6-1V-S5

L okal anestezikler ve tiirevieri Dinlenmeye ve kullanima bagh kanalin IV-S6

bloklanmast

O tetrodotoxin, saxitoxin, p-conotoxing

@ ©-scorpion toxins

C

A veratridine, batrachotoxin, aconitine, grayanotoxin @ brevetoxins, ciguatoxins
*‘ local anesthetics and their congenears

O c-scorpion toxin, f-pompilidatoxin

SEd anemone toxin

Sekil 8: VGSC a- at birimlerine toksin ve ilaglarin baglanma bolgeleri (61).
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Sekil 9:insan VGSC genlerindeki mutasyonlar. Her bir sembol bir hastalig:
gostermektedir. HyperPP: hiperkalemik periodik fel¢, PC: paramiotonia
konjenita, PAM: potasyum-uyarimli miyotoni, LQT3: uzun QT sendrom
tip 3, IVF: idiyopatik ventrikller fibrilizasyon, GEFS: febril nobetli

epileps (61).

2.4.4. VGSC’lerinin Regiilasyonu

Memeli sodyum kanallar1 ¢esitli hiicre ve dokulardan farkli oranlarda eksprese
edilirken bu seviye gelisime bagli olarak degisebilmekte ve kana proteininin hicre ici
yerlesimi farklilik gosterebilmektedir. Ayrica bu kanallarin her biri memeli fizyolojisinde
farkl: rollere sahip olabilmektedir (59).

Iyon kanal1 protein ekspresyonunun regiilasyonu gen transkripsiyonu, RNA prosesi,
protein sentezi, toplanma ve post-translasyonel modifikasyonlar, hiicre ylizeyine tasinmasi,
hiicre iskeletine tutulmasi, endositozunun regilasyonu ve proteinin kontrolli yikimi gibi
bir ¢cok islemin kontroll i dengesi ile saglanir (65).

Tam fonksiyonlu bir VGSC'inin olusmas: igin VGSC'lerinin transkripsiyonel ve
translasyonel seviyede modulasyonuna ugrar. Transkripsiyonel seviyede bircok gen bircok
at tip Uretir. Alt tiplerin splicinge ugramas sonucu birgok izoform olusur. Farkli alt
tiplerin vel/veya farkli izoformlarin ekspresyonu ile VGSC'leri olusur. Domain 1 (D1:S3)
adult ve neonatal izoformlar (Na,1.2,Na,1.3,Na, 1.5,Na, 1.6 ve Na,1.7 i¢in), Interdomain
1-2 (ID1-2) izoformlar1 (Na/l.1, Na,1.3, Na/1.6, Na,1.7 icin), Interdomain 2-3 (ID2-3)
izoformlart (Na, 1.5 ve Na, 1.8 i¢in), Domain 3 (D3) izoformlar: (Na,1.6 ve Na, 1.1 i¢in)
ve Domain 4:segment 3 (D3:$4) izoformlar1 (Na, 1.9 ve Na, 1.5 icin) bugiine kadar gesitli
fare ve insan dokularinda tespit edilmistir. Alternatif splice mekanizmas: ile farkl

buytkltkte VGSC dt tipleri olusmustur. Gunimizde VGSC genlerininin splicingini
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kontrol eden mekanizmalar bilinmiyor ancak memran potansiyeli, blyime faktorleri ve
fosforilasyonun etkili olabilecegi dusUnulmektedir (14).

Trandasyonel seviyede ise fosforilasyon, glikozilasyon, VGSC-f ile birlesme ve
hicre iskeleti gibi diger intraseltler proteinlerle etkilesim sonucu tam fonksiyonlu
VGSC'lerinin olusumu tamamlarur (14).

2.4.4.1. Transkripsiyonel Kontrol

VGSC'lerinin transkripsiyonu hasar, elektriksel aktivite, Noronal Blyume Faktoru
(NGF) gibi buyime hormonlar ve androjen gibi hormonlarla etkilenir (14). Bunlarin yam
ara VGSC'nin fibroblast buyume faktort, sinir biyume faktord, epidermal blyidme
faktort gibi btyume faktorlerince regile edildigi insan ve rat hicre serilerinde ortaya
konmustur. Ayrica buyume faktorlerinin prostat kanseri prognozunda blyuk role sahip
olabilecegi vurgulanmaktadir (13). Bu etkiler hem hicre tipine hem de VGSCa alt tipine
spesifik olarak  degismektedir. Ornegin  NGF, PC12 hicrelerinde Na,1.7'nin
ekspresyonunu  artirrken  Dorsal-Root  Ganglion (DRG) noronlarinda Na,1.3'0n
ekspresyonunu azaltir (14). in vivo olarak insan prostat kanserinde Epidermal Bilyiime
Faktort (EGF) ekspresyonunun arttigr tespit edilmis ve olasi (Prostat Kanseri-EGF-V GSC)
Ucgen iliskisi 6ne strdlmustdr. Bu iliskiye gére EGF nin prostat kanseri hicrelerinde
VGSC upregilasyonundan sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Camgtz ve arkadaslarinin
yaptigr bir ¢calismada bu iliskiyi incelemek icin fonksiyonel VGSC ve EGF reseptori
eksprese eden guclu metastatik prostat epitelyal htcrelerini kullanmustir. Bu calisma
sonucu 1- EGFnin VGSC (6zellikle Na, 1.7) mRNA ve protein ekspresyonun artirchigi ve
plazma membranina yonlendirdigi 2-eksojen EGF nin endojen EGF e benzer sekilde
invitro olarak migrasyon, endositoz ve invazyon gibi metastastatik davranslar: artircigi ve
tetrodotoksin uygulamasiyla U¢ davranmisin da baskilandigi 3-EGF nin artirdig  bu
davranislart VGSC aktivites araclikli yaptigi, 4-VGSC ekspresyonunun EGF etkisi
atinda pozitif feed back mekanizma (VGSC aktivites—EGF salimmi—VGSC
upregulasyonu) ile otoregulasyona ugradigi sonucuna varilmastir (13).

B-adrenerjik sitimilasyon aracilikli Nat+ akisinin nérohormonal regilasyonunda
Na" akisinin PKA-bagiml: (indirekt) ve PKA bagimsiz (direkt) en az iki mekanizma ile
arttigi  bildirilmistir.  (B)-adrenerjik  reseptérin  10uM  izoproterenol  (ISO) ile

sitimiilasyonunda rat ventrikiiler miyositlerinde Na™ akis1 % 68 iken, 1SO sitimiilasyonu



29

PKA inhibitérii varhiginda yapildiginda Na  akisinda %31'lik bir artisin oldugu
bildirilmistir (65).

Gen ekspresyonunda onemli olan traskripsiyonel faktorlerden REST’in ise rat
dokularinda Na, 1.2'nin ekspresyonunu baskiladigi bulunmus diger transkripsiyonel
faktorlerle (Spl, MyoD, ve brn-2, brn-3 gibi POU-aile homebox proteinleri) ilgili
calismalarin da surdigt bildirilmistir (14). Na,1.5 mRNA ekspresyonunun ve fonksiyonel
seviyede Na, 1.5 miktarinin kronik olarak sinif | anti-artitmik ilaglarin verilmesiyle artti g
tespit edilmistir. Nay 1.7 izoformunu eksprese ettigi ve MAPkinaz ERK1 ve ERK2 nin
inhibisyonuna bagli olarak MRNA stabilitesinin ve fonksiyonel Na“ kanalinin plazma
membrani Uzerine ekspresyonunun arttigr bildirilmistir. Na™ kanal mRNA miktarindaki
degisiklikler intraseliler Ca™ konsantrasyonu ile ilgili oldugu diistinilmektedir. Ca*
miktarin: artiran Ca'? ionophore A23187 uygulamasinin Na" kanal ekspresyonunu 5 kat
azattigi, kalslyum selatori BAPTA-AM uygulamasinin ise ters etki yaptigi rapor
edilmistir (65).

2.4.4.2. Translasyonel Kontrol

Glikozilasyon

D1 ve D3 uzerinde pek ¢ok glikozilasyon bolgesine sahip olan VGSC'lerinin daha
cok sidik asit olmak Uzere karbohitratlarca glikozillendigi ve bu sayede VGSC yapisnin
ve |lokalizasyon/hiicre ylzey ekspresyonunda 6nemli oldugu hipotez edilmektedir. Na, 1.1-
Nal4d % 15-30 oraminda glikozillenirken, Na, 1.5 ve Na,1.9 sadece %5 oramnda
glikozillenir. Glikozilasyonun modilasyonu kana proteinlerinin e ektrofizyolojik
ozelliklerini ayr1 ayn etkiler. Ornegin Na, 1.4 den sialik asit grublarimin uzaklastirimasi
aktivasyon ve inaktivasyon voltglarim depolarize eder. Gelisime bagli olarak normal
sartlarda glikozilasyon diizeyi degisen VGSC'lerinin sahip oldugu glikozilasyon grublar
deneysel olarak degistirildignde fonksiyonunun da degistig rapor edilmistir (14).

Fosforilasyon

VGSC'nin D1-2 ve D3-4 looplar1 tzerinden PKA ve PKC'ce fosforillenir (59).
VGSCa at birimlerinin fosforilasyonu at tipe spesifik olarak gergeklesir. Ornegin
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Nal.2nin PKA tarafindan fosforillenmesi rahat akisi kistlarken, Nal.5'in
fosforillenmesi kanalin iletkenligini artirir. Ayrica Na,1.5in PKAca fosforillenmes
kanalin iyonik seciciligini de etkileyebilecesi Na' yaninda Ca?nin de gegisine izin
verebilecegi One strdlmustir (14). PKA’ nin tersine PKC tim VGSC' lerinin fonksiyonunu
degistirir (65). D3-4 deki Serin rezidisl Uzerinden gerceklesen fosforilasyonla kanal
inaktivasyonu hizlamr. CAM kinaz Il inhibitorii KN-62'nin Na* akisini azattig: cerebellar
granule hucrelerinde gozlenirken Nay 1.2 tzerine CHO hucrelerinde bir etki yapmad gi
tespit edilmistir. VGSC'leri Uzerine Protein kinaz etkisinin tersi protein fosfatazlarca
gerceklestirilmektedir. Reseptor benzeri tirozin fosfataz p (RPTPB) ve Ca?/kamodulin
bagimli protein fosfataz 2B olan calcineurinin inaktivasyonu yavaslatarak Na' akisin
artirdig: bildirilmistir. VGSC'leri diger proteinlerin fosforilasyonunun indirekt etkisi ile de
modile edilebilecegi 6ne sirlilmektedir. Sigir adrenal kromafin hicrelerinde Na,1.7
ekspresyonunun fosforillenmis/aktive edilmis ekstraseltler sinyal regule edici kinaz (ERK)
tarafindan downregllasyona ugradigi rapor edilmistir. Benzer sekilde kinaz anchoring
protein-15 (AKAP-145)in de VGSC'leri ile etkilesebilecegi ve bu sayede PKA ile
etkilesmesinin kolaylasabilecegi vurgulanmistir (14).

Nat+ kanalimn fosforilasyonunun proteinin  Endoplazmik Retikulum(ER)’ dan
tasinmasim ve kaveole igerisinde Na kanal havuzunda toplanmasina yardimci olmaktadir.
Ayrica PKA bagimli olmayan mekanizmaarda ligandin B-adrenerjik resoptore
baglanmasiyla G-protein situmilator a-altbiriminin (Gsa) dahil oldugu bir dizi
sinyalizasyonun gerceklestigi ortaya konmustur. Gso dan tiretilen kiicuk bir peptidin rat
beyninde intraselller uygulamasmn saglam htcrelerin Na™ akisim 10 dakikada % 45
artirchg ortaya konmustur. Na kanal proteinlerinin hizlica tasinabilmesi ve toplanabilmesi
icin caveolae lar lokal bir depo olarak fonksiyon gorir. Anti kaveloin-3 antikoruyla yapilan
immunoprespitasyon calismalarinda ise Nat+ kanal proteinlerinin Gso proteini ile birlikte

bulundugu rapor edilmistir (65).
Beta Alt Birimlerle Birlesme

Beta (B)1 B3 ile B2 B4 ile %43 ve % 35 oraminda homoloji gosterir. Beta 2 geni
cikarilmig farelerde VGSC ekspresyonunun azaldigi, kana inaktivasyonunun degistigi ve
felce yatkinligi artirchg tespit edilmistir. Na,1.2 nin B1, B 2 ve/lveya B3 ile hirlikte, Na,
1.17in B1 velveya B2 ile birlikte eksprese edildigi saptanmistir. Beta at birimlerinin
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ektraselUler matriks veya hicre iskeleti ile etkileserek hiicresel migrasyonu ve bir araya
gelmeyi reglle ettigi bilinmektedir. Beta altbirimlerin ankyrin, tenascin-C ve neurofascin
ile etkileserek VGSCa at birimlerinin subseltler yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Na, 1.5

B lileintraselller ve ekstraselller bolgelerden, Na, 1.2 ise sadece ekstrasel Uler bdlgeden
etkilesmektedir. Beta 1 alt biriminin f1.2 ve B1A adl1 iki aternatif splice formu mevcuttur.
Bu formlarin fonksiyonel etkisi heniiz bilinmemektedir (14).

2.4.4.3. Protein-Protein Etkilesimleri

VGSC' nin C-terminal domaini inaktivasyon olayindaveicerdig bir dizi amino asit
ile protein-protein etkilesimini saglayan 6nemli bir domaindir. Protein etkilesim bolgeleri;
kalmodulin (CaM) baglayan 1Q motifi (11908-R1918), PY motifi (P1974-1977) ve
postsynaptic density protein-95 large/zona occludens-1 (PZD)-baglayan domain son (g
aminoasit dizisinde (serin-izolésin-valin) bulunmaktadir. Proksima kismi ise FHF1B
proteini ile etkilesir. Etkilestigi bu proteinlerin kana aktivitesinin regilasyonunda, dogru
hicresel lokalizasyonunda ve biyosentezle yikim olaylarinda etkili  oldugu
disinulmektedir (14).

AnKkirin Proteinleri

Ankirin proteinleri membran proteinlerini hiicre iskeletine baglayan adaptor
proteinlerdir. Memeli genomunda ankirin-G, ankirin-B ve ankirin-R genleri mevcuttur.
VGSC'lerinin 1I-111  baglayict kismuinda bulunan 9 amino asit dizisinin  (1047-
VPIAVAESD-1055) ankirin-G ile etkilestigi tespit edilmistir. Na,1.5 de meydana gelen
E1053K mutasyonu ile ankirin-G'ye baglanmamn gerceklesmedigi rapor edilmistir.
Ankirin-B ANK2 genince kodlanir ve Fransiz bir ailenin ANK2 geninde tespit edilen bir
mutasyonun LQTS na sebep oldugu bildirilmistir. Aritmik bozukluklara sahip hastalarda
dort ayrnt ANK2 mutasyon tespit edilmistir (66). Homozigot ankyrinB”™ neonatal farelerin
miyositlerinde yapilan calismalarda uzun QT -3 sendromuna(LQT-3) sebep olan mutantl
kanallarda oldugu gibi kardiyak kanallarin geg acildigi tespit edilmistir (65).
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FHF1B (Fibroblast Biiyiime Faktorii Ailesi)

Noronal Na, kanalarmin FHF1B ile direkt etkilestigini gosteren calismalar
yapilmistir.  HEK293  hicrelerinde  FHF1IB ve Nal5  ko-ekspresyonunun
hiperpolarizasyona ragmen kararli inaktivasyona sebep oldugu bildirilmistir. LQT-3 ve
BrS mutasyonlanmin FHF1B ile etkilesim bdlgelerinde meydana geldigi ve LQT-3
mutasyonunun (D1790G) proteinin Na, 1.5'e baglanmasini etkiledigi, bu sayede ise
FHF1B indukll kararl inaktivasyonun kayboldugu bildirilmistir (66).

Kalmodiilin (CaM)

Na, 1.5 gibi diger 8 Na, o-izoformu C-terminal bolgesinde CaM-baglayici
IQmotifin (IQxxXXRxxxxR) icermektedir. Bazi calismadarda CaM’'nin Na,1.5 ile direkt
etkilestigi gosterilmistir. Yapilan ayr calismalardaise Ca™ nin direkt olarak Na, 1.5'in C-
terminalindeki ilk iki EF-el motifine baglanmasiyla Ca'? regiilasyonuna aternatif modiarin
bulundugu vurgulanmistir. Aymi calismada Ca?nin CaM aracihg ile Nal.5 ile
etkileserek 1Q motifine baglanabileceg belirtilmistir. CaM nin Na,1.5’in voltaja bagiml:
olmaana ve kinetigine direkt bir etkisinin olmadigim savunan calismalarin yam sra
Na/l.5'in yavas inaktivasyona girisini artirdigi da savunulmaktadir. 1Q motifindeki
A1924T mutasyonu ile CaM’nin bu etkisinin bozuldugu tespit edilmistir (66). Na/1.4 ve
Na, 1.6min Kamodilin ile etkilesmesi sonucu Na akisim azatan etkilesimlerin
bozuldugu rapor edilmistir (14).

Nedd4/Nedd4 Benzeri Ailesinin Ubiquitin Protein Ligazlar

Hedef proteinlerin ubiquitinasyonu ubiquitin-protein ligaz enzimlerinin  (E3)
katalitik aktivites ile gerceklesmektedir. E3 PY motifi (PPxY) iceren hedef proteinlere
spesifik olarak baglanir (66). Nedd4/Nedd4 benzeri proteinler PY motifi ile etkilesecek
olan 2 ile 4 arasinda WW domainine sahiptirler (65). Na,1.4, Na,1.9 ve Nax hari¢ tim
VGSC'lerinde PY motifi mevcuttur. Na, larin membran turnoverlari/stabiliteleri invivo
olarak ubikitinasyon ile sgglandigi 6ne surilmektedir. Y apilan ayn bir ¢calismada ise Nedd-
4-2nin HEK 293 hicrelerinde Na,1.5 kanallarinin internalizasyon hizini artirdigi rapor
edilmistir (66).
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Syntrophin Proteinleri

Syntrophin proteinleri intraselller adaptér protein ailesinden olup iskelet ve
kardiyak kaslarinin genis dystrophin iligkili protein komplekslerinin bir bilesenidir. Farkl
genlerden kodlanan ve farkh olarak eksprese edilen bu gine kadar aydinlatilmis 5
syntrophin izoformu mevcuttur (-a1, 1, B2, y1, y2). Syntrophin proteinlerinin ana gorevi
farkl protein tiplerini (protein kinazlar, NO-sentazlar ve iyon kanallari gibi membran
proteinleri) kas proteini dystrophine yaklastirmak, adapte etmektir (66). Butln
syntrophinler PZD domainine sahiptir ve bu domainle PZD baglayici domaine sahip
proteinlerle etkilesir. Bu etkilesim Na, 1.4 ve Na,1.5 de tespit edilmistir (14). Kardiyak
hiicrelerinde Na, 1.5, syntrophin ve dystrophin komplekslerinin Na, 1.5'in membranda
stabilize olmasndarol aabilecegi 6ne strtilmektedir (65).

VGSCa alt birimlerinin aktin hiicre iskeleti ve ekstraselUler matrikse PZD domaini
arachig ile baglanabilecesi bildirilmistir (14). Yapilan deneysdl calismaarda kardiyak
Capa proteinlerinin (AKAP) Na, 1.5 e baglandi g1 ortaya koyulmustur (66).

In vitro VGSC aktivitesinin direkt olarak sekretuar membran aktivitesi (67),
morfolojiksel artis (68), yonsel motilite (56, 69), adezyon (13), otoregulasyonun dahil
oldugu gen ekspresyonu (70) ve invazyon (57, 71, 72) gibi metastatik kaskatta dahil olan
olaylara katilabilecegi bildirilmistir. M etastatik olmayan insan prostat kanseri hiicrelerinde
VGSC'lerinin overekprese oldugu zaman tek basinainvazyon icin yeterli ve gerekli oldugu
One stirdlmustdr (13). VGSC a alt birimlerinin fonksiyonel aktiviteden sorumlu oldugu ve
Na1.7 mRNA seviyes guclu ve zayif metastatik rat ve insan prostat kanseri hticrelerinde
1000 katdan fazla upregilasyona ugramaktadir (12). Ayrica Insan prostat kanseri
hiicrelerinde in vivo olarak VGSCao. proteininin ve Nay1.7 mRNA ekspresyonunun kayda
deger bicimde up-regilasyona ugradigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada Na, 1.7’ nin prostat
kanseri icin etkili fonksiyonel diagnostik marker olabilecegi 6ne strilmusttr (13).

VGSC aktivites hiicresel motilitede rol alan intraselller yollar: regile edebilir.
Ornegin PKC, Src, Btk aile kinazlar1, Ras siiper ailesinden GTPazlar, MAPK kinazlar.
Fraser ve arkadaslarinin yaptigi deneysel calismada fonksiyonel VGSC ekspresyonunun
guclit metastatik prostat kanseri hiicrelerinde yansal (lateral) motiliteyi artirdigi rapor
edilmistir (56).

Metastatik rat prostat kanser hiicrelerinde sekretuar membran aktivitesindeki artigin

fonksiyonel VGSC ekspresyonundaki artisin sonucunda olustugu 6ne siirilmiistir. Ozet
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olarak VGSC'lerinin iki mekanizma ile sekretuar membran aktivitesini artirdig
dustintlmektedir (67).

1- Na+ akisinin intraseltler Ca' seviyesini artirdigi, bunu da intraseltler depolara lokal
etkisiyle ve N&a/H" degisim proteininin aktivitisindeki degisiklikle intraselller pH’y1
bozarak gerceklestirdigi bilinmektedir. Depolardan salinan Ca™? PKC velveya CaM kinaz
[I'yi aktive eder ve aktin hiicre iskeletinin fosforillenmesine yol acarak sekresyon ve
endositozun olusumunaizin verir.

2-Na' adenilat siklaza direkt etki yaparak PKA’y1 aktiflestirir ve PKA da vezikiiler
mekanizmada yer alan bazi bilesenleri fosforilleyerek etki gosterir (67).

Krasowska ve arkadaslan endositik vezikillerle ile ilgili yaptigi bir calismada
endositik/vezikuler aktivitenin gucli metastatik Mat-LyLu hucrelerinde zayif metastatik
AT-2 hicrelerine gore daha yaygin gozlendigini ve tetrodotoksn uygulamasiyla Mat-LyLu
hiicrelerinde endositozun baskilanckgin: rapor etmistir. Ayrica Na” nun intraseltler Ca'™
seviyelerini artirabilecegini ve protein kinaz C velveya CaM kinaz I1'yi aktiflestirebilecegi,
aktin hicre iskeletini fosforilleyebilecegini  bunlannda sekresyon ve endositozun
olusumuna izin verebilecegini bildirmistir. Bunlarin yam sira Nat+'nun adenilat siklaza
direkt etkis ile siklik adenozin mono fosfat (CAMP), protein kinaz A seviyelerini
degistirebilecegi ve bu sayede vezikiuler olaylarda rol alan bazi bilesenlerin
fosforillenebilecegini belirtmistir (73).

MDA-MB-231, MCF7 insan meme karsnoma hicre serileriyle yapilan
caismalarda VGSC Na/l.5 ve 1.7 izoformlammn mRNA ekspresyonunun MCF-7
hiicrelerine gore arasiyla %82 ve %18 oraninda arttig1 ve fonksiyonel VGSC aktivitesinin
Na"un hiicresal istilasir artirdig: tespit edildi. Ayni calismada meme kanser hiicrelerinde
ve dokulannda Na/l1.5in neonatal splice formu bulundu. Neonatal Na,/1.5in
upregilasyonunun meme kanserinin metastazinda etkili olup metastatik fenotipin yeni bir
marken olabilecegi ve ilag ¢caligmalar icin yeni bir aday oldugu 6ne strdlmustur (58).
Metastaz hiz1 yiksek olan PC-3 ve disik olan LNCaP insan prostat kanser hiicreleri ile
yapilan calismalarda Na, 1.7 izoformu mRNA ekspresyonunun PC-3 hticrel erinde yaklasik
1000 kat daha yuksek oldugu tespit edildi (12).



35

2.5. CELEX Hipotezi

VGSC ile ilgili yapacagimiz caigsmalarin temeli kanser ilerlemesinin
CELEX(Hucresel Uyarilma) hipotezine dayanmaktadir. CELEX hipotezine gore ikinci
tumorigenezin (metastaz) fonksiyonel VGSC upregilasyonu ile kolaylastigi ve VGSC
bloklayicilarinin anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu ileri strilmektedir. Djamgoz ve
arkadsglarimin c¢esitli sebze ve meyvelerde bullunan Resveratrol, Curcimin, Capsaicin,
Genistein'nin CELEX hipotezine uygun olarak VGSC aktivitesini doza bagli olarak
baskilayip inhibe edebilecegini savunmaktadir. CELEX hipotezine gore kanser
hicrelerinin metastatik aktivitesinin VGSC proteinlerinin up-regilasuonu ile kolaylastigi
ve bu kana proteinlerini bloklayabilecek bilesiklerin anti-metastatik aktiviteye sahip
olabilecegi 6ne strilmustdr (15).

CELEX hipotezine gore;

1- Primer timoérigenezde kanser hiicrelerin kontrolsiiz bolinmeye ugradig: yerde
bu islemin K" kanal aktivitesiyle kolaylastigi ve bazi bilesiklerin K kanallarim
bloklayarak anti-proliferatif/anti-kanser etki gosterdigi,

2- Ikinci tumdrigenez (metastaz), fonksiyonel VGSC'lerinin upregilasyonu ile
kolaylastigi ve VGSC bloklayicilanmin anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu ileri
surtlmektedir. Metastatik potansiyeldeki artis normalde VGSC fonksiyonunun antagonisti
olan Voltg Kapili Potasyum Kana Proteini(VGPC) down-regilasyonu ile birlikte
gerceklestigi  boylece VGPC  bloklayicilan  pro-kanser  etki  gosterebilecegi
savunulmaktadir. CELEX hipotezine gore ideal anti-metastatik bilesigin VGPC aktivitesini
artirirken, VGSC aktivitesini baskilamasi gerekmektedir (15).



3. MATERYAL VE METOD

3.1.Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

Hucre kiltur kabini(Faster BH 2004 Air Flow), 1s1k mikroskobu(LEICA Gallen),
faz kontrast mikroskobu(LEICA DMIRB, LEICA DC 300F), Thermalcyler cihazi
(GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems USA), LightCycler 2.0 System
cihazi(Roche), CO, inkibator(SANYO Model MCO-17AIC), santriflGj(ABBOTT),
santrifij(Rotina 35 R Hettich Zentrifugen Typ 1710), mikrosantrifij(Sigma
Loborzentrifugen CE 1-15), hassas terazi(Oertling NA 164), elisa okuyucu(Tunable
VERSAmax microplate reader,US), calkalayic inkibator(Shelleb/Sheldon
Mod:514,USA), 6gutlci(Retsch ZM 200, Germany), aspiratorli  pipet(Vitlap,pipet
controller), membran filtreleri(SCH Schleicher& Schuell FB 030/3 0.2um/7bar max),
semiotomatik pipetler (0.510 pl, 210-100ul, 100-1000ul), 96'l1 hicre kdltdrG
kuyucuklarn(elisa pleyt)(Orange Scientific), standart T-25, T-75, T-150 hicre kaltor
flasklar, 15ml’lik ve 50 ml’ lik steril falcon tupler, steril cam pipet (HBG W-GERMANY),
25ml,10ml ve 2ml’lik steril disposible pipetler, steril pipet uclari(Sorenson Bioscience, inc
Muti Fit Guard Filter Tips), mikrosantrifl tipt, steril PCR ependorf tlp, beher, baget,
balon joje, cam sise gibi ¢esitli cam malzemeler, 20, 50 ml’lik steril enjektor, steril cerrahi
eldiven, UV lamba.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler
Dimetil sllfoksit (DMSO, Merck), RPMI 1640 (1x + L-Glutaming) (GIBCO),

DMEM/Ham's F12 + L-glutamine(Sigma), Penisilin + Streptomisin (Sigma), Foeta
Bovine Serum(GIBCO), PBS-Dulbecco (1x) (Katalog No: L1825 Biochrom AG),
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Trypsin/EDTA Solusyonu(Katalog No: L2143 Biochrom AG), Trypan Blue (Biochrom
AG), etanol(Carlo Erba), p-merkaptoetanol(Sigma), 3-(4,5-dimetilthiazol-2yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide(MTT)(Sigma), dNTP ler (100 mM, Fermentas Life
Sciences), Ngl1.5, Na,1.7 ve B-actin icin forward ve reverse primerleri(Ocimum
Biosolution B.V., Hollanda), AMV (avian myeloblastosis virus) Reverse Transcriptase
enzimi (Roche Diagnostics, GmbH,Mannhein, Germany), Roche Applied Science
LightCycler DNA Mater SYBR Green | kiti(Katalog No: 12 015 099 001), total RNA
izolasyon kiti (QIAGEN QIAamp RNA Blood Mini Kit, Katalog No: 52304).

3.2. Metodlar
3.2.1. Polen ve Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Polen ve Propolis numuneleri S.S. Trabzon Merkez Tarimsal Kalkinma Kooperatifi
tarafindan temin edildi. Propolis numuneleri Trabzon'dan, polen numuneleri ise

Tarkiye' nin gesitli yorelerinden karisik olarak toplanarak hazirlanmistir.
3.2.1.1. Propolisin DMSO ve Su Ekstraktlarnmn Hazirlanmasi

-80 C°de dondurulmus olan Trabzon-Vakfikebir ilgesinden toplanan propolis
ornekleri rendelenip tekrar -80 C”de donduruldu. Rendelenen propolis blenderde toz
haline getirildi. 5'er gram toz propolis 20 mL saf DMSO veya su ile ¢ozildii. lyice
vortekslendikten sonra 60 C°‘de 150 rpm’de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibe edildi.
Inkilbasyondan sonra 4000 rpm’'de 10 dk santrifijjlendi. SiUpernatani tam cokmeyen
partikil iceren propolisin sulu ekstraktlar: tekrar 10000 g'de 10 dk santriflyj edildi.

Slpernatantlar daha sonra kullaniimak Gzere aligotlanip +4C" de, karanlikta saklandh.
3.2.1.2. Polenin DMSO ve Su Ekstraktlarimn Hazirlanmasi

Tarkiyenin  cesitli illerinden  (Balikesir(Beydag), Bayburt(Demiroz),
Erzurum(Aribahce) ve Trabzon) toplanan karisik polen degirmende(0gitict) ogutuldi.
5 er gram toz polen 20 mL saf DMSO ve su ile ¢ozildi. lyice vortekslendikten sonra 60
C° ‘de 150 rpm’de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibe edildi. inkilbasyondan sonra 4000
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rom’de 10 dk santrifijlendi. Sipernatantlar daha sonra kullamlmak Uzere aligotlanip
+4C” de, karanl ikta sakland.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Batun hicre kdltor calismalart hicre kiltir kabininde (air flow kabin) steril
ortamda gerceklestirilmistir.

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 hiicreleri 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. PC-3 Hiicre Serilerinin Pasajlanmasi

Buyutulen hicreler flask yizeyinin % 70-80'lik kisminit kapladiktan sonra hiicre
pasgjlamas yapildi. Pasgjlamaicin éncelikle hiicrelerin Uzerindeki besiyer uzaklastirildi. 5
ml PBSile hiicreler yitkandiktan sonra tizerlerine 1-2 ml Tripsin-EDTA solisyonu eklendi.
Eklenen tripsin 30 s hicre Uzerinde gezdirildikten sonra uzaklastirildi ve flasklar
inkubatorde 2 dk bekletildi. Inkiilbasyon sonrast 5 er ml RPM1-1640 ile hiicreler falkon tiip
icerisinde toplandi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-25 flasklara uygun sayida(1.5 X10°)

hiicre aktarildi ve toplam besiyer hacmide 10 ml’ ye tamamland.
3.2.2.3. PC-3 Hiicre Serilerinin Sayimi
Tripsinizasyon sonras falkon tiplere toplanan hiicrelerin 12 pl’si 12 pl tripan blue

ile kanstirlarak hematositometre camina aktarildi. Isik mikroskobu altinda canl1 hiicreler

sayildi.
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3.2.2.4. PC-3 Hiicre Serileri icin Hiicre Canhhg@imn Belirlenmesi

Hucre canlihigr icin kullamlan MTT testi(74) yapacagimiz ileriki ¢alismalarda hangi
ekstrakt konsantrasyonlarnni kullanacagimiza karar vermek ic¢in yapildi.

T-75 lik flaski kaplayan PC-3 huicreleri, tripsinizasyon ile kaldirildi. 400 g de 6 dak
santriflljlenerek, coken pellet, 5 mL RPMI-1640 ile ¢cozllerek, 0,2 mL si hiicre sayimi icin
ayrildi.

100 pL tripan blue ile 100 pL hicre slispansiyonu karistirilarak, thoma laminda
hiicre sayimi yapildi. Hicre sayis 1.04 x 10%ml olarak bulundu. Hiicre karisimi 10 mL’ye
RPMI-1640 ile tamamlanarak, Steril 96 kuyucuklu pleytlere kér kuyucuklari haric
kuyucuk basina 20 pL hiicre siispansiyonu yani 1 x 10* hiicre eklendi. Kér kuyucuklarina
sadece 200 pL DMEM/F:12 konulurken, diger kuyucuklara hticre siispansiyonu ile birlikte
170uL DMEM/F:.12 eklendi. Pleytler, hiicrelerin yamsmasi icin 24 saatlik inklbasyona
birakilch. 24 saatlik inkibasyon bitiminde, kontrol hiicreleri ve kor kuyucuklar: hari¢ ttim
kuyucuklara uygun ekstraktlardan (0, 5, 10, 20 pg propolis-su/ml, O, 5, 10, 20 ug propolis-
DM SO/ml, 0, 100, 150, 200 pg polen-su/ml, 0, 100, 150, 200 polen-DMSO/ml) 10 ar pL
eklendi ve tekrar 24 saatlik inklbasyona birakildi. O konsantrasyonlar kontrol hicreleri
olarak kabul edildi ve ekstrakt yerine kuyucuklara 10ul DMAM/F:12 eklendi. 24 saatlik
inklibasyonun bitmesine 4 saat kala her kuyucuga 10 ar pL 3-(4,5-dimetilthiazol-2yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide(MTT) eklenerek inklbasyona devam edildi. 24 saatlik
inktbasyonun bitiminde kuyucuklara 200 er uL DM SO:Etanol (1:1) karisimi eklendi.
Pleytler oda 1ssnda bir gece inkiibasyona birakildi. Inkibasyon bitiminde 570 nm de
absorbanslar belirlendi.

Hesaplama: (74)

% Canlilik: [(A Ornek- A kor) / (A kontrol- A kor)] x 100 formulti ile hesaplandi.

3.2.2.5. Hiicrelerin ekstraktlarla muamele edilmesi

1.5 X10° hiicre T-25 flasklara ekildi ve 24 saat inkibatorde cogaltildi. Hiicreler,
Propolis ve polenin sulu ve DMSO'li ekstraktlarim iceren besiyerlerle Tablo8 de
gorildugii gibi muamele edildi ve 24 saat %5 CO, 37C° inkilbasyona birakildi. Her 6rnek

icin ¢ift calismayapild.
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Tablo 8. PC-3 prostat kanseri hiicre serilerine ilave edilen polen ve propolis

ekstraktlar
Sise  PropolissSu  PropolisDMSO  Polen-Su  Polen-DMSO  RPMI- FBS
No (20pg/ml) (20pg/ml) (150ug/ml)  (150pg/ml) 1640
1,6 0.5ml - - - 8.5ml Iml
2,7 - 0.5ml - - 8.5ml Iml
3,8 - - 0.5ml - 85ml  1ml
4,9 - - - 0.5ml 8.5ml Iml
5,10 - - - - oml Iml

3.2.3. Total RNA Ekstraksiyonu

Total RNA ekstraksiyonu icin QIAGEN (GmbH, Hilden, Germany)firmasnin
QIAamp RNA Blood Mini Kit (Cat.No. 52304) kullaulch. Uretici firma tarafindan
Onerilen protokol ile ekstraksiyon asagidaki gibi yapildi.

Total RNA Ekstraksiyon Protokolii

Tum basamaklardaki santrifij ve protokol islemleri oda isisinda (15-25 C°) hizlica
calisilarak yapildi.

1-Hucreleri Toplamak

Monolayer olarak blylyen hicreler tripsin ile muamele edilerek kaldirildi ve
toplandi.

laTripsin ile muamele: Flasktaki hiicre mediumu aspire edilerek atildi ve hiicreler
PBS ile yikamp tekrar aspirasyon yapilarak PBS uzaklastirildi. Hiicrelere tripsin eklenerek
tum flask yuzeyinde tripsin gezdirildi. Flasktan kaldirilan hiicrelere medium eklendi ve
hicreler 15 ml’lik falkon tlpe aktarildi. Falkon tip 300xg ‘de 5 dk santrifllj edilerek
pelletin dibe ¢okmes saglandi. Stpernatant tamamen aspire edildi. Sipernatant tamamen
aspire edilmezse lizis asamasi inhibe olacak ve hiicre lizatim seyreltecektir. Aspirasyon
sonras 2. basamaga gecildi.

2-Ekstraksiyon Tamponu eklenerek Hicrelerin Parcalanmasi
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Ekstraksiyon tamponu (RLT tamponu) kullaniimadan hemen énce 1ml’ sine 10ul B-
merkaptoetanol eklendi. Pellet halindeki htcreler icin hiicre sayisina bagli olarak 350pl
RLT-Bmerkaptoetanol karisim eklendi.

Hafifce vortekslenen hiicre pelletlerinin tamamen kaybolmas: saglandi. Basamak
3' e gegmeden 6nce herhangi bir hticre pelletinin gorilmemesi gereklidir.

3-Hucre lizatlar1 2ml’lik toplama tupleri icerisindeki QlIAshredder spin column
icine aktarldi ve 2 dk maksimum hizda santrifllj edildi. QIAshredder spin column’lar
atilarak homojenize olmus lizatlar saklandi ve 4. basamaga gecildi. Eger cok fazla hlicre
kullanilmigsa lizatlar oldukga viskoz bir hal alacaktir.

4-% 70'lik etanolden hiicre lizatina es hacimde cekildi (genelde 350-600ul) ve
homojenize olmus hicre lizatina eklendi, pipetle iyice karistirildi. Bu basamakta santrif(j
yapilmaz.

5-Ornekler 2ml’lik toplama tiipleri icerisindeki QIlAamp spin column’a dikkatlice
pipetlendi. 15 sn 8000xg’ de santrifij yapildi. Maksimum yikleme hacmi 700pl’ dir.

6-QlAamp spin column’u yeni 2ml’lik toplama tUperine transfer edildi. QIAamp
spin column tizerine 700 pl RW1Tamponu yitkamaislemi icin eklendi ve 15s > 8000xg ‘de
santrifij edildi.

7- QlAamp spin column’'u yeni 2ml’lik toplama tlperine transfer edildi. Spin
column Uzerine yikama islemi icin 500pl RPE Tamponu pipetlendi ve >8000xg de 15 sn
santrifiijlendi. Kit igerisindeki konsantre RPE tamponuna kullanmadan 6nce 4 hacim
(%96-100) etanol eklendi.

8-QlAamp spin column dikkatlice acildi ve 500puI RPE Tamponu eklendi. Baslik
kapatildi ve 20000xg’ de 3 dakika santrifij edildi. Bu asamadan hemen sonra basamak 9'a
gecildi.

9-QlAamp spin column 1.5 ml’lik toplama tiptine aktaril di ve 30-50u] RNAaz-free
su QIAamp membran Uzerine pipetlendi. ElGe etmek icin 1 dakika boyunca >8000xg ‘de
santrifdyj edildi.

3.2.4. Primerlerin Sentezlenmesi

Tablo 9 da verilmis olan primer dizileri Hollanda da Ocimum Biosolution B.V.

firmasna sentezlettirildi.



Tablo 9. Na,1.5, Na /1.7 ve B-Aktin'in forward ve reverse primer dizileri
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.VGSCH Primer Adi Dizi TA(CO) Uriin
izoformu boyutu(nt)
Na, 1.5 hH1 5'-CAT CCT CAC CAA CTG CGT GT-3'(570-589) 55
, , 509
Na,1.5 hH2 5-CAC TGA GGT AAA GGT CCA GG-3'(1059- 55
1078)
Nal.7 HNE1 5-TAT GAC CAT GAA TAA CCC GC-3'(474-493) 50 380
Na,l1.7 HNE3 5-TCA GGT TTC CCA TGA ACA GC-3'(843-862) 50

B-Aktin Hb-actinF
B-Aktin Hb-actinR

5-CACTGA GGT AAA GGT CCA GG-3
5TGT CAA AGT TGA TCT TCA CG-3

3.2.5. cDNA Elde Edilmesi

Katalog No: 10109 118 001 olan Roche Diagnostics (GmbH,Mannhein, Germany)
firmasna ait AMV (avian myeloblastosis virus) Reverse Transcriptase enzimi kullamild.
Tablo 10'daki gibi gerekli pipetlemeler PCR ependorf tiplerine yapildi.Reaksiyon icin
toplam hacim 20 pl’ye ayarlandi. cDNA olusumu icin 42C%de Thermalcyler cihazinda
(GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems USA) 40 dk inkibe edildi. cDNA
ornekleri kullamlana kadar +4C° * de muhafaza edildi.

Tablo 10. Na, 1.5, Na,1.7 ve B-Aktin cDNA’st elde etmek icin yapilmas gereken

pipetlemeler.
K onsantrasyon Hacim (Ornek Basina)
Tampon 5x 4ul
dNTP 2mM 5ul
Reverse Primer 10 pmol 2.5ul
Enzim(AMV) 10 U/pl 0.5ul
Su 3ul
RNA - 5ul

dNTP ler Fermentas Life Sciences firmasindan 100

halinde temin edildi.

mM’lik konsantrasyonlar



3.2.6. RTPCR(Real Time PCR)

RT-PCR calismas: igin Katalog No: 12 015 099 001 olan Roche Applied Science
LightCycler DNA Master SYBR Green | kiti kullanildi. LightCycler DNA Master SYBR
Green | PCR reaksiyon karisimi olarak kullanima hazirdir. Bu driin LightCycler 2.0
System de SYBR Green | tayin formatinin kullanmldigi 20ul’ lik cam kapillerler icinde RT-
PCR calismalarina spesifik olarak dizayn edilmistir.  Guvenilir, Ustin performandli,
verimliligi yuksek, kontaminasyon riski minumum olan bu kitle calisirken ek olarak
cDNA, PCR primerleri veihtiyac halinde ek MgCl,’ e ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.2.6.1. Test Prensibi

PCR Urdnlerinin tretimi SYBR Green | fluoresans sinyalinin olcilmesi ile tayin
edilebilir. SYBR Green | DNA cift heliksindeki biytk ve kucuk oyuklara girer.
Soltisyondaki baglanmamis boya ¢ok disik flouresans yapar ancak 530 nm dalga boyunda
flouresans DNA'’ya baglanma yukseldikce carpici bir sekilde artmaktadir. PCR stresince
SYBR Green | flouresansindaki artis direkt olarak Uretilen ¢ift zincirli DNA oranina bagli
olarak artmaktadir. SYBR Green | boyas cok stabil oldugu(30 amplikasyon dongusiinde
sadece %6’ sinin aktivitesi kaybolur) ve LightCycler cihazi optica filtres uyanim ve
emisyon dalga boylarim karsilastirabildigi icin total DNA Olculecegi zaman secilen bir
reaktiftir.

3.2.6.2. RTPCR Protokolii

LightCycler 2.0 System cihazinda SYBR Green | ile real time PCR yaparken DNA
tayininin ana basamaklart:

1- Amplifikasyonun(Buyutme) baslangicinda, reaksiyon karisimi denatiire DNA,
primerleri ve boyay icerir. Baglanmamis boya molekilleri bilgisayar analizi sirasinda
egale edilecek diizeyde flouresans yapar.

2- Primerlerin annealingi (PCR'da DNA'larin ¢ogaltiimas: asamasinda kullanilan
termo cycle'daki birinci asama. Bu asamada primerlarin ortamda bulunan hedef DNA

kompenenti ile birlesme ve tekrar ayristirma olayr sonrasinda, ¢cok az boya molekill ¢ift
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zincire baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagli olarak SYBR Greenl
molekillerinin1s1g1 yaymasinda carpici bir artis olur.

3- Elongasyon(Uzama) sirecinde, daha ¢ok boya yeni sentezlenen DNA'’ya
baglanir. Reaksiyon monitorden sirekli izlenirse flouresansdaki artis real time stiresince
gozlenebilir. Gelecek 1sitma dongust icin DNA denatiirasyonuna bagli olarak boya
molekilleri salinirlar ve flouresans sinyali diser.

4- Her PCR dongusinin elongasyon basamagimin sonunda flouresans 6l¢imu
amplifiye olmus DNA’min miktarindaki artis1 monitérden izleyebilmek icin yapilir. Sadece
istenen PCR drlndnan amplifiye oldugundan emin olmak icin melting curve analizinin
PCR’dan sonra yapilabilir. Melting curve(Erime egrisi) anaizinde reaksiyon karigimi
yavasca 95C? ye kadar 1sitarak Gift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green | flouresansindaki
surekli azalis tespit edilir. Flouresansdaki bu azalis erime (melting) piki olarak monitdrden
gorulebilir. Her bir erime piki DNA Urdn partikil iniin karakteristik erime sicakligim(Tm)
gosterir. Tm sicakliginda DNA'nin %50’'s ¢ift zincirli %50's tek zincirlidir. dsSDNA’nin
Tm derecesini belirlemedeki en 6nemli faktor fragmentin uzunlugu ve GC icerigidir. PCR
tek bir amplikasyon yaparsa melting curve anaizi tek bir erime piki verir. Eger primer-
dimer veya diger non-spesifik triinler varsa ek erime pikleri gorulecektir.

cDNA’lart olusturulan her bir 6rnek icin Tablol1l'deki gibi pipetlemeler
(LightCycler Capillaries) kapiller wuclara yapildi. 5 <Slik  spindown islemi
gerceklestirildikten sonra Light Cycler 2.0 (Roche, Germany) cihazinda Tablo 12 deki
program esliginde RTPCR yapildi. Negatif Kontrol her 6rnek icin calisildi. Negatif
Kontroller icin Tablo 11'deki pipetlemeler cDNA hari¢ aynen yapildi. cDNA yerine kit
icerisinden gkan PCR-grade sudan 5 pl kullanildi.

Tablo 11. RTPCR icin kapillere yapilan pipetlemeler

Konsantrasyon Hacim (Ornek Basma) Negatif Kontrol

Forward Primer 10 pmol 1l 1l
Reverse Primer 10 pmol 1ul 1l
SYBR Gren (LightCycler

DNA Master SYBR 10X 2ul 2ul
Green |)

cDNA - 5ul -

Su - 8.6pl 8.6 + 5yl

MgCl, 3mM 2.4ul 2.4ul
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Tablo 12. RTPCR calismasinda Light Cycler 2.0 System PCR Run cihazinda kullamlan

PCR parametreleri
Analiz Modu Dongiiler Segment  Hedef Sicakhk Siire Elﬁ;olllitume
Denatiirasyon
- 1 1 95C° 30s -
Amplifikasyon
45 Denatiirasyon 95C° 0s -
Annealing Na, 1.5i¢in 55 15s -
K antitasyon C’ Na, 1.7icin
50C°
Uzama 72C° 20s Tek
Erime Egrisi
1 Denatiirasyon 95C° 0s -
Erime Egris Annealing 60C° 15s -
Erime 95C° Os Devamii
Soguma
- 1 40C° 30s -




4. BULGULAR

4.1. MTT Calisma Sonuglari ile Uygun Polen, Propolis Konsantrasyonlarinin

Secilmesi

PC-3 hicre serileri MTT calismasinda cesitli konsantrasyonlardaki polen ve
propolisin sulu ve DM SO lu ekstraktlariyla muamele edildikten sonra 570 nm’de yapilan
absorbans okumalart sonucunda(her bir konsantrasyonda ornek, kor ve kontrol okumalari
16'sar kere tekrarlanarak ortalamalari alindi) Tablo 13 ve Tablo 14'deki sonuclar elde
edilerek Sekil 10'daki %canlilik ve ekstrakt grafigi cizildi. 250 mg/ml stok polen ve
propolis ekstraktlarinda dilisyonlar DMEMF12 ve RPMI 1640 hiicre besiyerleri ile yapildi

ve DM SO’ lu drneklerde son %DM SO orani hiicrelere toksik olmamasi icin %1'in altina
indirildi.

Tablo 13. PC-3 prostat kanseri hticre serilerinde polenin sulu ve DMSO’ lu ekstraktlariyla
yapilan MTT c¢alisma sonuglar (n=16)

Polenin sulu ve 100pg/ml 150png/ml 200pg/ml
DMSO 100(15 E_/SIT 1(5)?51 g_/;?ll 2(()3::‘ ng_/lsl:ll polen- polen- polen-
ekstraktlari P P P DMSO DMSO DMSO
%  Canlihk 46.67 91.67 21.67 70.59 47.06

Tablo 14. PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinde propolisin sulu ve DMSO’lu
ekstraktlanylayapilan MTT ¢alisma sonuglar: (n=16)

Propolisin sulu
ve DMSO
ekstraktlar:

Spg/ml 10pg/ml 20pg/ml
Sug/ml 10pg/ml 20ug/ml propolis- propolis- propolis-

propolis-su propolis- su propolis- su DMSO DMSO DMSO

% Canlihk - 50.00 42.10 64.10 41.02 37.18




a7

100
90
80
70
60
50

40
30

20
10

10 pps 20 pps 100 pol 150 pol 200 pol

dmso dmso dmso dmso dmso 5ppss 10 ppss 20 ppss 100 pols 150 pols 200 pols

5 pps dmso

B 9% canllk 64,102564 41,025641 37,179487 70,588235 47,058824 50 42,105263 46,666667 91,666667 21,666667

Sekil 10. PC-3 hicre serilerinde polen ve propolisin sulu ve DMSO'lu ekstraktlariyla
yapilan MTT calisma sonuglari.

Tablo 13 ve Sekil 10'dan da goruldigl gibi polenin 150 pg/ml’lik polenin su ve
DM SO ekstraktlar sirasiyla % 91.67 ve % 47.06 oramnda canlilig: etkiledi. Tablo 14 ve
Sekil 10'a bakildigi zaman ise propolisin 20 pg/I'lik sulu ve DMSO ekstraktlarinin
canlilig srasiyla % 42.10 ve %37.18 oraninda etkiledi. Genel olarak % canlilik % 50’ nin
altinda oldugu icin bu konsantrasyonlarla muamele edilmis PC-3 prostat kanser hicre

serilerinde VGSC Na,1.5 ve Na,1.7 o izoformlarnmn RT-PCR caismalari icin kullanildi.

4.2. RTPCR On Cahsmalari

PC-3 prostat kanser hiicrelerinden T-25 flask bagina yaklasik 1.5 x10° hiicre sayilip
ekildikten sonra 24 saat buyumeye birakilip MTT calismalari sonucu segilen propolis
DMSO 20upg/ml, propolissu 20ug/ml, polen DMSO 150ug/ml, polen-su 150ug/mi
ekstraktlarindan 500’ er pl son hacim 10ml olacak sekilde hiicre besiyerlerine eklendi.
Kontrol hlcresi olarak hichir polen ve propolis ekstrakti ile muamele edilmemis PC-3
prostat kanser hiicresi kullamldi. Tablo 15 de goruldugi gibi kontrol, polen ve propolis
ekstraktlar ile muamele edilmis PC-3 hiicre serileri ¢ift calisilarak toplamda 10 T-25 hiicre
kdltdr flaski kullamldi. 24 saatlik inklbasyonun sonunda total RNA'lar QIAGEN (GmbH,
Hilden, Germany)firmasinin QlAamp RNA Blood Mini Kit (Cat.No. 52304) kit
prosediiriine uygun olarak izole edildi. Total RNA’lardan VGSC Na, 1.5 ve Nay 1.7 «
izoformlarn ve normalizasyon islemi igin kontrol olarak B-Aktin'in cDNA’lari AMV
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Reverse Transcriptase enzimi ile kit prosedirtine uygun olarak Thermalcyler cihazinda
uretildi. cDNA’lann elde edilen ornekler sirasiyla negatif kontrol(su), B-Aktin ve VGSC
Nal.5 ve Na, 1.7 izoformlarinin yurt disinda sentez ettirilmis olan forward ve reverse
primerleriyle RTPCR calismasi i¢in 6n denemeler yapil ip optimizasyon saglandi. Materyal
ve Metod kisminda belirtilen calisma prosedirii ile RTPCR c¢alismalart Roche Applied
Science LightCycler DNA Mater SYBR Green | kiti kullanilarak LightCycler 2.0 System,
Roche cihazinda galisildi.

Tablo 15. Polen ve propolis ekstraktlar: ile muamele edilmis ve edilmemis (kontrol) PC-3

prostat kanseri hiicre serilerilerinin flask numaralar:

Flask No Muamele Edildigi Ekstrakt Flask No  Muamele Edildigi Ekstrakt

1 20pg/ml propolis-su 6 20pg/ml propolis-su

2 20pg/ml propolisDM SO 7 20pg/ml propolis-DM SO

3 150pg/ml polen-su 8 150pg/ml polen-su

4 150pg/ml polen-DM SO 9 150pg/ml polen-DM SO
5(Kontrol) - 10(Kontrol) -

4.3. PC-3 Hiicre Serilerinin RTPCR Calisma Sonuc¢lar

Yapilan tim denemelerde negatif kontrol kullamldi. Beklendigi gibi tim
caismalarda negatif kontrolin cycle no'su galisilan VGSC Na, 1.5 ve Na, 1.7 «
izoformlardan ve B-Aktin’ den daha geg cikmustir.

4.3.1. PC-3 Hiicre Serilerinde p-Aktin i¢in Yapilan RTPCR Calismasindan
Elde Edilen Sonuglar

Tablo 16'da her flaskin kendi hiicre sayisina bagli olarak Urettigi B-Aktin ile elde
edilen RTPCR 6n sonuclar verilmistir. Standart sapmalari oldukc¢a disUk saptanan,
normalizasyon icin yapilan bu calisma bir kontrol niteliginde olup B-Aktin'lerin cycle no
ortalamalarina bakildigi zaman hepsinin farkli oldugu gorilmektedir. Anormal olmayan bu
farkhihiklar hiicre sayisina bagli olarak degismektedir. Diger calismaardan farkh olarak bu
calismada Ornekler 3'den fazla calisilmistir. Sekil 11'de hichir ekstraktla muamele

edilmemis PC-3 hiicre serilerinde (10 numarali 6rnek) B-Aktin primerlerinin negatif
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kontrol ile erime egris analiz sonucu gosterilmistir. Sekil 12 ve 13 de polen-DMSO ve
polensu ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hiicre serilerindeki (3 ve 4 numaral1 6rnek)
B-Aktin primerlerinin negatif kontrol ile RTPCR anaiz sonucu ve erime egrisi analiz
sonucu gosterilmistir. Sekil 14 ve Sekil 15'de ise polen ve propolis ekstraktlar: ile
muamele edilmis PC-3 hiicre serilerinde B-Aktin ve negatif kontrol ile ilgili yaptigimiz

RTPCR calismasi sonucu elde edilen erime egrisi analiz grafigi gosterilmistir.

Tablo 16. Cesitli flasklardan elde edilen tota RNA’lar ile yaplan RTPCR

calismalarimn B-Aktin icin 6n sonuclari

Cycle No
Beta-Aktin  Ornek NO: 5 ve 10 (Kontrol) Ortalama  Standart Sapma

18,66 18,96 0,70
18,97
18,97
19,45
17,97
19,83
18,09
19,74
Ornek NO: 1 ve 6
17,85 17,58 0,48
17,87
17,03
Ornek NO: 2 ve 7
16,55 16,45 0,23
16,19
16,61
Ornek NO: 3 ve 8
17,25 17,22 0,07
17,27
17,14
Ornek NO: 4 ve 9
15,49 15,69 0,21
15,68
15,9
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Sekil 11. Hichir ekstraktla muamele edilmemis PC-3 hiicre serilerinde (10 numaral1 6rnek)
B-Aktin primerlerinin negatif kontrol ile erime egrisi analiz sonucu
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Sekil 13. PolenDMSO ve polen-su ekstraktlanyla muamele edilmis PC-3 hicre
serilerindeki (3 ve 4 numaral1 6rnek) B-Aktin primerlerinin negatif kontrol ile

erime egris analiz sonucu
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Sekil 14. Propolis-DM SO ekstrakti ile muamele edilmis PC-3 hiicre serilerinde(2 numarali

ornek) B-Aktin primerinin negatif kontrol ile erime egrisi (melting curve) andliz

sonucu
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Sekil 15. Propolis-su, polen-DMSO ve polen-su ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3
hicre serilerinde (2, 3 ve 4 numaral 6rnek) B-Aktin primerinin negatif kontrol ile erime

egrisi analiz sonucu

4.3.2. PC-3 Hiicre Serilerinde VGSC Na, 1.5 a izoformu i¢in Yapillan RTPCR
Cahsmasindan Elde Edilen Sonuclar

VGSC RTPCR calismalarinda elde edilen piklerin ¢ikis anlari(cycle no) Na,1.5 a
izoformu i¢in ortalamalar1 ve standart sspmalan Tablo 17 de verilmistir. 1ile 6, 2ile 7, 3
ile 8 ve 4 ile 9 aymt oOrnekleri iceren farkli flasklardan elde edilmis sonuclardir.
Normalizasyonlar B-Aktin ile yapilmistir. Sekil 16, 17, 18, 19, 20 ve 21'de polen ve
propolis ekstraktlar: ile muamele edilmis PC-3 hiicrelerinde VGSC Nay 1.5 o izoformu, B-
Aktin ve negatif kontrollerle ilgili yapilan erime egris ve RTPCR analizlerinin sonuglar
gosterildi.
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Tablo 17. VGSC Na, 1.5 a izoformu igin RTPCR ¢alismalarinda elde edilen 6n sonuclar

Cycle No Ortalama

Standart Sapma

Na,1.5

Ornek NO: 1 ve 6
14,4 12,24
11
11,31
Ornek NO: 2 ve 7
10,39 10,50
10,6
Ornek NO: 3 ve 8
10,95 11,35
11,34
11,76
Ornek NO: 4 ve 9
12,35 12,78
12,75
13,23

1,88

0,15

0,41

0,44
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Sekil 16. Polen-DMSO ve polen-su ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hicre
serilerinde (3 ve 4 numaral: Ornek) tekrarli galisgilan VGSC Na, 1.5 «
izoformlarinin ve negatif kontroliin RTPCR analiz sonucu
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Sekil 17: Polen-DMSO ve polen-su ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hiicre
serilerinde (3 ve 4 numarai 6rnek) tekrarli calisilan VGSC Na, 1.5 a

izoformlarinin ve negatif kontroliin erime egrisi analiz sonucu
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Sekil 18. Propolis-DM SO ekstrakti ile muamele edilmis PC-3 hiicre serilerinde (2 numaral1

ornek) VGSC Na, 1.5 a izoformunun negatif kontrol ile erime egris analiz

sonucu
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Sekil 19. Propolis su ekstraktlar: ile muamele edilmis PC-3 hiicre serilerinde (1 numaral1
ornek) VGSC Na, 1.5 a izoformu, B-Aktin ve negatif kontrollerinin RTPCR

analiz sonucu
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Sekil 20. Propolis-DM SO, polen-su, polen-DMSO ekstraklar ile muamele edilmis PC-3
hiicre serilerinde (2, 3 ve 4 numarali ornekler) tekrarli galisilan VGSC Na, 1.5 a

izoformu, B-Aktin ve negatif kontrollerinin RTPCR analiz sonucu
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Sekil 21. Propolis-su, polen-su, polen-DMSO ekstraklar: ile muamele edilmis PC-3 hiicre
serilerinde (2, 3 ve 4 numaral1 Ornekler) tekrarl1 calisilan VGSC Na, 1.5 a

izoformu ve negatif kontrollerinin erime egrisi analiz sonucu

4.3.3. PC-3 Hiicre Serilerinde VGSC Na, 1.7 a izoformu Icin Yapilan RTPCR

Cahsmasindan Elde Edilen Sonug¢lar

VGSC Na/l1.7 a izoformu icin RTPCR c¢alismalarinda elde edilen piklerin ¢ikis
anlan(cycle no) ortalamalar1 ve standart sapmalan Tablo 18’ de verilmistir. Sekil 22, 23,

24, 25, 26, 27 ve 28 de polen ve propolis ekstraktlar: ile muamele edilmis ve edilmemis

PC-3 hucrelerinde VGSC Na, 1.7 a izoformu, B-Aktin ve negatif kontrollerleilgili yapilan

erime egrisi ve RTPCR analizlerinin sonuglar gosterildi.
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Tablo 18. VGSC Na,1.7a izoformu icin RTPCR 6n ¢alisma sonuclar

Na,l1.7 Cycle No Ortalama

Standart Sapma

Ornek NO: 1 ve 6
15,49 15,29
15,18
15,19

Ornek NO: 2 ve 7
14,54 14,58
14,45
14,74

Ornek NO: 3 ve 8
14,72 14,50
13,94
14,83

Ornek NO: 4 ve 9
14,79 14,77
14,55
14,96

0,18

0,15

0,49

0,21
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Sekil 22. Hichir ekstraktla muamele edilmemis kontrol PC-3 hicre serilerinde (10

numarali 6rnek) VGSC Na, 1.7 o izoformu ve negatif kontroliin erime egrisi

analiz sonucu



Repll of HNE31
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Repi of HNE3-2
Aeph of HNE3-2

Sekil 23. Polen-DMSO ve polen-su eksraktlartyla muamele edilmis ve hicbir ekstraktla
muamele edilmemis PC-3 hiicre serilerinde (3,4 ve 5 numaralt 6rnek) VGSC

Na, 1.7 o izoformu ve negatif kontroliin RTPCR analiz sonucu
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Sekil 24. Polen-DMSO eksrakti ile muamele edilmis ve higbir ekstraktla muamele
edilmemis PC-3 hucre serilerinde (3 ve 5 numaral1 6rnek) VGSC Na, 1.7 a
izoformu ve negatif kontrollin erime egrisi analiz sonucu
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Sekil 25. Polen-su eksrakti ile muamele edilmis ve higbir ekstraktla muamele edilmemis
PC-3 huicre serilerinde (4 ve 5 numaral1 6rnek) VGSC Na, 1.7 o izoformu ve
negatif kontrolUin erime egrisi analiz sonucu
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Sekil 26. PropolisDMSO eksrakti ile muamele edilmis ve hichir ekstraktla muamele
edilmemis PC-3 hicre serilerinde (1 ve 5 numarali drnek) VGSC Na, 1.7 a
izoformu ve negatif kontroliin erime egrisi analiz sonucu
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Sekil 27. Propolis-su, propolisDMSO ekstraklar: ile muamele edilmis ve edilmemis
kontrol PC-3 hiicre serilerinde (6, 7 ve 10 numaral1 érnekler) VGSC Na, 1.7 a

izoformu, B-Aktin ve negatif kontrollerinin RTPCR analiz sonucu
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Sekil 28. Propolis-su, propolisDMSO, polen-DMSO ekstraklar: ile muamele edilmis ve

edilmemis kontrol PC-3 hicre serilerinde (1, 2, 3 ve 5 numarali Ornekler)

tekrarl calisilan VGSC Nag, 1.7 a izoformu ve negatif kontrollerinin erime egrisi

analiz sonucu

4.3.4. RTPCR Calismalari i¢in Standart Grafigi Olusturma

Highbir ekstraktla muamele etmedigimiz 5. ve 10. flasklardaki hucrelerden elde
edilen cDNA’larla VGSC Na 1.5, Na, 1.7a izoformu ve B-Aktin igin 3 farkli dilisyon(1,
1/10, 1/100, 1/1000) yapilarak RTPCR’ dan elde edilen sonuclar ile standart grafigi cizildi.
Sekil 29'da hichir ekstraktla muamele edilmemis PC-3 hicre serilerinde (10 numaral
ornek) VGSC Na, 1.5 a izoformu ve B-Aktin icin dilisyonlu (1, 1/10, /100, 1/1000)
yapilan erime egris analiz sonucu gosterilmistir. Tablo 19°'da VGSC Na,1.5, Na, 1.7a

izoformu ve B-Aktin icin elde edilen sonuclar dilisyon oranlanylabirlikte verilmistir. Sekil

30'da ise dilusyon katsayilar: ve cycle no'lar ile cizilen standart grafigi gosterilmistir. Bu



70

standart grafigi ile cesitli flasklardaki gen ekspresyon profili  kantitatif olarak
karsilastirilarak hesapland:.
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Sekil 29. Hicbir ekstraktla muamele edilmemis PC-3 hiicre serilerinde (10 numaral1 6rnek)

VGSC Na, 1.5 a izoformu ve B-Aktin icin diltsyonlu (1, 1/10, /100, 1/1000)
yapilan erime egrisi analiz sonucu

Tablo 19. VGSC Na/1.5, Nay 1.7a izoformu ve B-Aktin igin yapilan dilusyonlu ¢alismada
elde edilen sonuclar

Diliisyon  pB-Aktin  VGSC Nay 1.5a izoformu VGSC Nay 1.70 izoformu

0.001 29.69 2351 27.97
0.01 25.70 19.25 22.65
0.1 21.75 15.87 17.48

1 17.67 11.57 12.41
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Sekil 30. X ekseninde diliisyon oranlari ve y ekseninde B-Aktin, Na, 1.5, Na, 1.7 icin elde
edilen sonuglar ile olusturulan standart grafigi. Her bir grafik egrisinin formult

egri Uzerinde verilmistir

4.3.5. Standart Grafigi Kullanilarak Yapilan Hesaplamalara Elde Edilen

Veriler

Kontrol hicrelerinin dilisyonsuz drneginde Na,1.5 ve Nay 1.7 ekspresyonu %100
kabul edilerek grafikteki formul yardimi ile daha 6nce elde ettigimiz verileri kullanilarak
Tablo 20'deki sonuclar elde edildi. Bu sonuclar yardim ile Sekil 31'deki grafikler

olusturuldu.
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Tablo 20. Kontrol hiicrelerine gore polen ve propolis ekstraktlari ile muamele edilmis PC-
3 hicre serilerinde VGSC Na, 1.5 ve Na, 1.7 a-izoformlarimin ekspresyon

seviyeleri
VGSC Na, 1.5a .
PC-3 Hiicreleri ve Flask No’lar izoformunun ekspresyon VGSkC Na, .70 lZ.OfOI.'If)l/llnllll
seviyesi (%) ekspresyon seviyesi(%)
PC-3 Kontrol Hucreleri (5. ve 10. flasklar) 100 100
20pg/ml propolis-su ile muamele edilmis
PC-3 Hiicreleri (1 ve 6 nolu flasklar) 81.99 71.42
20pg/m propolisDMSO ile muamele
edilmis PC-3 Hucreleri (2 ve 7 nolu 62.62 58.02
flasklar)
150pg/ml polen-su ile muamele edilmis
PC-3 Hilcrdleri (3 ve 8 nolu flaskalr) 518 492
150pg/ml - polen-DMSO ile muamele
edilmis PC-3 Hucreleri (4 ve 9 nolu 44.02 46.69
flasklar)
% Azalma
120
100 100
100
81,99
80 75,78 FA2 74,92
O1lve6
62,62 W2ve7
< 60 58.02 O3ves8

O4ve9
46,69 M5 ve 10 (kontrol)

44,02

40 1

20

Navl.5 Navl.7

1 ve 6 20ug/ml propolis-su ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hicreleri
2ve7 20 pg/ml propolis-DM SO ekstraktlartyla muamele edilmis PC-3 hiicrel eri
3 ve 8 150 pg/ml polen-su ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hiicreleri

4 ve 9 150 pg/ml polen-DM SO ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 hiicrel eri
5 ve 10 hichir ekstraktla muamele edilmemis kontrol PC-3 hiicrel eri

Sekil 31. Cesitli polen ve propolis ekstraktlariyla muamele edilmis PC-3 htcrelerinin
kontrol PC-3 hucrelerine gore VGSC Nay 1.5 ve Nay 1.7 a izoformlarinin gen
ekspresyonundaki % azalma
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Sekil 31’ deki grafikte goruldugii gibi polenin DM SO ekstraktlari PC-3 hiicrelerinde
VGSC Na, 1.5 ve Na, 1.7 a izoformu gen ekspresyonunu kontrol hiicrelerine gore % 44.02
ve %46.69 oranina ¢gekmistir. Yani 150ug/ml’lik polen-DM SO ekstrakti PC-3 hiicrelerinde
arasiyla VGSC Na, 1.5 ve Nay 1.7 a izoformlarimin gen ekspresyonunda %55.98 ve
%53.31 oraminda baskilanma olmustur. 150ug/ml’lik Polen-su ekstraktlar: ise sirasiyla %
24.22 ve %25.08 oraninda Na, 1.5 ve Na, 1.7 gen ekspresyonunu baskiladci. 20ug/l’lik
propolisDM SO ekstraktlari Na, 1.5 ve Na, 1.7 gen ekspresyonlarin: sirasiyla % 37.38 ve
% 41.98 baskilach. Gen ekspresyonunun en disik baskilanmast ise 20ug/l’lik propolis-su
ekstraktlarinda tespit edildi. Propolis-su ekstraktlarinca Na, 1.5'in gen ekspresyonu %
18.01 ve Na, 1.7’ nin gen ekspresyonu ise % 22.58 baskilandi.



5. TARTISMA

Insanlar an Griinlerini degisik amaclar icin yuzyillardir kullaniimaktachr. Art mumu
cesitli teknolojilerde, bal, yiyecek, ilag ve dinsel ayinlerde tanriya bir sunak olarak
kullandlmistir  (16). Son yillarda insan sagligina verilen 6nemin artmasiyla dogal
yiyeceklerin fizyolojik fonksiyonlarimin incelenmesi bilimsel arenada oldukca ilgi
toplamustir.

Doga yiyecekler arasnda ba arilariin drettigi arn polen ve propolisi gibi
apikultrel OrGnler yOzyillardir geleneksel tip alaminda, diyette yiyecek ve ek besin
destekleyicisi olarak kullamilmaktadir (16). Toplandigi cografik alana ve iklime bagl:
olarak icerigi degisen polen ve propolisin kimyasal yapa ve 6zellikleri hakkinda pek ¢ok
arastirma yapilmistir. GUniimiize kadar bu Urtnlerde bulunan yizlerce kimyasal bilesik
tammlanmustir. Genel olarak pek cok standart insan yiyecegi ile polen karsilagtirildigi
zaman yagca fakir, protein, vitamin ve mineraller yontinden zengindir. Polen insanlar icin
gerekli olan pek ¢ok bileseni vitamin B12 ve yagda ¢oziinen vitaminler arasinda bulunan D
ve K vitamini hari¢ tum vitaminleri yapisanda barindiran besinsel degeri oldukcga yuksek
bir yiyecektir (4). Propolis recinems bir ar1 Urini olup, kovandaki delik ve catlaklar
kapatmak ve kovan istilacilardan korumak icin girisin sivanmasinda kullanilir (2). Polen
ve propolis yuksek miktarda guclil antioksidan olan quercetin, kafeik asit ve tirevleri,
pinocembrin, galangin v.b. polifenolik bilesikleri icerir (4, 7, 75, 76). Polifenolik
bilesiklerin biyolojik, biyokimyasal, fizyolojik, farmakolojik ve tibbi 6zellikleri kapsaml1
bir sekilde calisilmis ve literattrlerde yer amstir. Yapilan calismalarda bu polifenolik
bilesiklerin serbest radikal temizleme aktivites ve vazodilator, antikarsinogenik, anti-
inflamatuar, antibakteriyel, immunsitimilator, antialerjik, antiviral, dstrojenik etkileri ve
bazi spesifik enzimlerin inhibitori olmalar: gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteleri ¢alisilmistir
(77, 78). Bu bilesiklerin yam sra polen ve propolisinde anti-inflamatuar (79, 80),
immunomodulator, antikarsinogenik (81, 82), ve antioksidatif veya radikal temizleme

aktiviteleri(8, 75, 83) ortaya konmustur. Literatirde polen ve propolisin agir metal
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iyonlarint baglayabilme veya elektron transport zincirini katalizleyebilme kabiliyeti ile
ilgili herhangi bir calisma olmamas na ragmen flavonoidierin bu yetenege sahip oldugu ve
serbest radikal olusumunu baskilayabildigine dair kapsamli ¢alismalar yapilmistir (84).

Daha 6nce Karadeniz Teknik Universitess Tip Fakiiltes Biyokimya Anabilim
Dal1’nda Trabzon ilinden toplanan propolis ve toplanan polen érnekleri ile bazi ¢alismalar
yapilmistir.  Asuman  Yigit Gerigelmez, Metem Colak ve arkadaglarinin  yaptigi
caismalarda polenin sulu ve PBSIu ve propolisn DMSO'lu ekstraktlarimn HL-60
miyeloid hiicre serilerinde kaspaz-3 aktivitesini farkli oranlarda artirarak kanser hticrelerini
apopitoza strikledig flowsitiometrik analizler sonucu ortaya kondu. Bu ¢alismalarda 0.5
0.25 mg/ml’lik propolis DM SO ekstraktlarinin HL-60 kanser hiicrelerinde hem apopitoza
hem differansiasyona sebep oldugu bildirildi. (5, 10). Yuksel Aliyazicioglu ve
arkadsslarimn KML-562 kanser hiicrelerini kullanarak yaptiklar bir calismadaise polen ve
propolisin DM SO ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak solunumsal patlamay: inhibe
ettigi flowsitiometrik analizlerle ortaya kondu ve polen ve propolis ekstraktlarinin bu etkiyi
antioksidan ozellikleri ile gerceklestirdigi savunuldu (85). Yasam Barlak ve arkadaslarinin
yaptigi bir baska caismada ise solunumsal patlama sonrast propolisn DMSO
ekstraktlarimn PMN |6kositlerinden PMN elastaz salimnuina etkisi incelendi. Solunumsal
patlamamn uyarildigi PMA’l1 6rneklerde propolis konsantrasyonu arttikca hem PMN
elastaz salimm hem de solunumsal patlamanin azaldigi, PMA’siz drneklerde ise PMN
elastaz salimminin propolis ekstrakti ilave edilmeyenlere gore bir miktar azaldigi ancak
solunumsal patlamada bir farlilik olmadig: tespit edildi ve propolisin anti-inflamatuar
aktiviteye sahip oldugu teyit edilmis oldu (11).

Prostat kanseri Amerika Birlesik Devletlerinde ve Bati Ulkelerinde en yaygin erkek
kanseri olup Amerika Birlesik Devletlerinde erkekleri 6lume suriikleyen ikinci kanser
turtddr. Oldukca yaygin bir kanser tird olmasina ragmen prostat kanserinin etiyolojisi ve
ilerlemesini tetikleyen faktorler hentiz tam anlagilamamistir (53). Ana risk faktorleri
arasinda yas, etnik koken, ailesel hikaye ve steroid hormonlar yer almaktadir. Prostat
kanseri pek cok Ulkede paralel insidans oram gosterdigi ve benzer diyet faktorlerinden (6r:
yag tuketimi) etkilendigi 6ne strilmektedir. Tedavi olarak cerrahi midahaleler, erkeklerde
androjen baskilayici ilag tedavileri, kemoterapiler ve radyoterapiler kullamlmaktadir (50).
Prostat kanseri tedavisi icin gerekenler yapilsa bile tekrarlayabilme ve metastaz yapabilme
ihtimali terapide en biyuk problemlerdendir. Ginimizde uygulanan tedavilerin idrar

tutamama ve ereksiyon bozukluklar: gibi yan etkileri vardir. Kanseri yenebilen etkin bir
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tedavi olmamakla birlikte zamanla hormon tedavisine verilen cevgp zayiflamaktadir. Son
yillarda korunma stratgjileri 6nem kazanmustir. Soya fasulyesi, sarimsak, yesil cay ve
Vitamin D3 gibi ek besinlerin kullammundaki artis antikanser terapilere destek arz
etmektedir (53).

Carballo ve arkadaslarinin Kiiba propolisi ile gesitli hiicre serilerinde (kolon, over
ve prostat karsinoma, noéroblastoma) yaptiklan calismada propolisn 5-23ug/ml’lik
konsantrasyonlarda(ICso) kanser hicrelerine sitotoksik etki yaptigimi bildirdiler. Kiba
propoliss PC-3 hicrelerinde 10ug/ml’lik konsantrasyonda LNCap hicrelerinde
12.3pg/ml’lik konsantrasyonda sitotoksik etki gosterdi. Bu calismada kullamilan kanser
hicreleri immuniteden bagimsiz oldugu icin Kiba propolisinin anti-tuméral  etkisini
immunmodule edici etkisinden ziyade direkt sitotoksik etkisiyle gergeklestirdigi savunuldu
(86). Bizim calismamuzda kullanilan Trabzon propolisinin PC-3 htcrelerindeki 1Csg
degerini 20pug/ml yani Kiba propolisinin 1Cso degerine yakin olarak tayin edildi.

Russo ve arkadaslar1 insan agiz epidermoid karsinoma (KB), kolon adenokarsinoma
(Caco-2) ve androjene duyarli olmayan prostat kanser hicrelerinde (DU-145) Sili
propolisinin etanolik ekstraklarim kullanarak propolisin antioksidan Ozelliklerini ve
antiproliferatif kapasitesini inceledi. Sonug olarak Sili propdisinin fenolik icerigindeki
artisa paralel olarak serbest radikalleri temizleme ve timor hticrelerinin biyimesini inhibe
etme kapasitesinin arttig, normal hicreleri oksidatif hasardan korudugu halde kanser
hiicrelerindeki DNA hasarim artirarak kanser htcrelerinin canliligim azalttig: rapor edildi
(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. gruplarnn kemige metastaik egilimi olan PC-3, beyine metastatik egilimi olan DU-
145 hicre serileri ile insan prostat hiicrelerinden Uretilen primer malignant tumorlerin
(RC58T/h/SA#4)  proliferasyonuna etkisini inceledi. DU-145 ve PC-3 hicrelerinin
blyiimes optimal 40pg/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 hiicre serilerine gore buyumelerinin daha
iyi inhibe edildigi savunuldu. Bu deneyde grup 3 propolis ekstraktlarinin hicreleri G2
fazinda, grup 12 propolis ekstraktlarinin ise S fazinda buyumelerini inhibe ettigi ve grup 3
propolis ekstraktlarimn grup 12'ye gore daha guiclu bir inhibisyon gosterdigi vurguland.
Y apilan calismada aynca grup 12 Brezilya propolis ekstraktlarimn insan prostat kanser
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hiicre serilerinde cyclin D1, B1, cyclin bagimli kinaz (CDK) ve p2l'in protein
ekspresyonunu duizenleyerek proliferasyonu inhibe ettikleri ve prostat kanserinden
korunmak icin kemoterapotik ajan olarak yalmz veya kombine halde kullanlabilecekleri
savunuldu. Grup 3 propolisi ise sadece p21 ekspresyonunu indikledi, cyclin D1, B1, CDK
ekspresyonlanm herhangi bir sekilde baskilamadi. Li ve arkadsslarimn daha 6nce
yaptiklar1 calismalarda propolis gruplart 1, 2, 6 ve 7'nin nazofaringel karsinoma (KB),
grup 6 ve 7'nin ileocecal adenokarsinoma (HCT-8), renal karsinoma (CAKE-1) ve meme
karsinoma (MCF-7) hucrelerinin biiyimesini inhibe ettigini rapor etti. (53).

Meme karsinoma, melanoma, kolon ve renal karsinoma gibi insan ve hayvan timor
hicrelerine sitotoksik olan propolisin bu 6zelligini kafeik asit fenil esterine borglu oldugu
savunulmaktadir. Propolisten izole edilmis sitotoksik olan bilesenler quercetin, kafeik asit,
clerodane diterpendoidtir (53). Clerodane diterpendoid 6zellikle timdr hiicrelerine spesifik
olarak toksik etki gosterdigi ve Artepillin C adli propolis bileseninin insan gastrik
karsinoma, insan akciger kanser hucreleri ve fare kolon karsinoma hiicrelerine in vitro
olar&k sitotoksik oldugu ortaya konmustur (53, 88, 89). Propolisten izole edilen, biyolojik
olarak oldukga aktif olan bir baska bilesik de kafeik asit fenil esteridir (CAPE). CAPE
antioksidan, anti-inflamatuar, antiviral, immunositimilator, antianjuogenik, anit-invaziv,
anti-metastatik ve karsinostatik aktivitelere sahiptir. Propolisin metanolik ekstraktlarimn
konsantrasyona bagli olarak hepatokarsinoma hiicrelerinde (Hep3B), tumér hiicrelerinin
invazyon ve metastaziyla yakindan iliskili olan matriks metaloproteinaz-9'u (MMP-9)
inhibe ettigi  bildirilmistir. Jin ve arkadaslarimn yaptigi bu calismada MMP-9
inhibisyonundan sorumlu olan propolis bilesenin CAPE oldugu ve CAPE nin Hep3B
hiicrelerine karst segici antiproliferatif aktivite gosterdigi normal fare hepatositlerine bir
etki yapmadigi rapor edilmistir (90). Lee ve arkadaslar: tarafindan gerceklestirilen benzer
bir calismada ise insan hepatoseliler karsinoma hucrelerinde (SK-Hepl) CAPE nin
konsantrasyona bagl1 olarak invazyonu baskiladigi, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarini
baskilayarak ve niklear kapa B’yi inhibe ederek antimetastatik aktivite gosterdigi
savunuldu (91). Hwang ve arkadaslar1 ise insan fibrosarkoma hicrelerinde (HT1080)
CAPE'nin matriks metaloproteinaz ekspresyonlarim down-regulasyona ugratarak kanser
hicrelerinin invazyon, hiicre gocu, koloni olusumu gibi metastatik kabiliyetlerini inhibe
ettigi bildirildi (92).
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Propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu bilesenler; polifenolik bilesenler ve esas
olarak flavonoidlerdir (46). Ancak propolisden tek tek izole edilen bilesiklerin genel olarak
tek baglarina propolis ekstraktlarindan daha guclt farmakolojik ¢zellik gosteremezler (93).
Farkli bolgelerden toplanan propolislerin fenolik bilesikleri azaltildiginda farmakolojik
Ozelliklerinde korele bir sekilde azamadig tespit edilmistir. Bunun Uzerine propolisin
biyolojik aktivitesini kontrol eden baska bilesenlerin de var oldugu 6ne strtilmdsttr. Sonug
olarak propolisin  biyolojik aktivitess icin farkli orneklerde, farkli bilesiklerin
kombinasyonu zorunludur (94). Dolayisiyla calismamizda propolis bilesenlerini izole edip
ekspresyonu incelemek yerine, total propolis ekstraktini kullanmayi tercih ettik.

Prostat kanser hicreleri ¢esitli plazma membram iyon kanallarim eksprese
etmektedir. Esansiyel sinyal iyonlarimin akimi, intraseltler iyon konsantrasyonunun
bozulmasi, hiicre hacminin regile edilmesi ve membran potansiyelinin strdirdlmes ile
prostat kanser hicreleri proliferasyona, farklililagsmaya ve apopitoza ugrarken metastatik
kabiliyetleri iyon kanali karakteristigine gore degisebilmektedir. Androjenden bagimsiz
prostat kanser hicrelerinin artmus malignansi ve invazyon kabiliyeti genellikle daha
uyarilabilen fenotipli plazma membran: ile iligkilidir. Bu iligki Ca’ akisini dizenleyen
depolarin downregillasyonu ile apopitoza kars: yiiksek direnc gosterme, farkli K™ kanallari
ve Transient Reseptdr Potansiyel (TRP) kanal ailesinin ekspresyonundaki degisiklikler ve
sabit hiicre hacminin sirdirdlebilmesini sgslama gibi cgesitli olaylara sebep olan voltg
kapil1 Na" ve Ca** kanallarinin varli g1 ile ortaya konmustur (55).

Y Uksek malignansiye sahip prostat kanseri hiicrelerinde K™ gecirgenligi azalirken,
Na' ve Ca'? iyonlar: akisi da artmaktadir (55, 56). Bazi prostat kanseri epitel hiicrelerinde
VGSC ekspresyonunun, fonksiyonel protein varliginin ve mRNA seviyelerinin arttigi
ortaya konmustur. Yapilan arastirmalarda VGSC aktivitesinin  hicrenin  metastatik
kabiliyetini ve proliferasyonunu artirci g1 tespit edilmistir (12, 55, 56).

Cssitli prostat kanseri hiicre serileriyle yapilan calismalara gore metastatik hizi
yuksek olanlarda Voltg) Kapili Na Kanal (VGSC) aktivites yuksek, metastaz hizi diistk
olanlardaise aktivite dusuk tespit edidi (57,58).

VGSC ile ilgili yapacagimiz caismaarin temeli kanser ilerlemesinin CELEX
(hGcresel uyanlma) hipotezine dayanmaktadir. CELEX hipotezine gore ikinci
tumorigenezin (metastaz) fonksiyonel VGSC upregulasyonu ile kolaylastigi ve VGSC
bloklayicilarinin anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu ileri strilmektedir. Djamgoz ve

arkadsglarimin cesitli sebze ve meyvelerde bulunan Resveratrol, Curcimin, Capsaicin,
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Genisteinin CELEX hipotezine uygun olarak VGSC aktivitesini doza bagli olarak
baskilayip inhibe edebilecegini ileri sirdi. CELEX hipotezine gore kanser hicrelerinin
metastatik aktivitesinin  VGSC' lerinin  up-regllasyonu ile kolaylastigi ve bu kanal
proteinlerini bloklayabilecek bilesiklerin anti-metastatik aktiviteye sahip olabilecegi 6ne
strdlmastar (15).

CELEX hipotezine gore;

1- Primer timoérigenezde kanser hicrelerin kontrolsiiz bolinmeye ugradigi yerde
bu islemin K* kanal aktivitesiyle kolaylastizn ve bazi bilesiklerin K* kanalarini(VGPC)
bloklayarak anti-proliferatif/anti-kanser etki gosterdigi,

2- lkinci timorigenez (metastaz), fonksiyonel VGSC'lerinin upregllasyonu ile
kolaylastigi ve VGSC bloklayicilanmin anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu ileri
strilmektedir. Metastatik potansiyeldeki artis normalde VGSC fonksiyonunun antagonisti
olan Voltg Kapli Potasyum Kana Proteini(VGPC) down-regulasyonu ile birlikte
gerceklestigi  boylece VGPC  bloklayicilan  pro-kanser  etki  gOsterebilecegi
savunulmaktadir. CELEX hipotezine gore ideal anti-metastatik bilesigin VGPC aktivitesini
artirirken, VGSC aktivitesini baskilamas: gerekmektedir (15).

VGSC agici veratrine ile yapilan denemelerde androjene hassas olmayan PC-3 ve
DU-145 hicreleri yam sra androjene hassas LNCaP ve MDA-PCA-2B
hiicrelerindede(VGSC  aktivitesinden yoksun) biyumenin arttigi rapor edilmistir. Aym
zamanda VGSC bloke edicileri(flunarizine ve riluzole) ile yapilan denemede doza bagl:
olarak bilyiimenin dort hiicre serisinde de azaldigi tespit edilmistir (55).

RT-PCR analizleri ile tetrodotoksine (TTX) hassas Na,1.7 nin prostat kanser hticrelerinde
(yaklasik 20 kat daha fazla) en cok upregilasyona ugrayan VGSC a at birimi oldugu
ortaya konmustur (95). Ayrica TTX'in hicrelerin invazyon kabiliyetini direkt olarak
azattigi rapor edilmistir (96). TUim bu caismalar VGSC ekspresyonunun ve PC
hicrelerinin metastatik  davranistnin~ fonksiyonel  olarak  baglantili  oldugunu
gostermektedir. Ancak VGSC upregulasyonunun ve pro-metastatik eylemin hangi
mekanizmalarla gerceklestigi henliz tam olarak bilinmemektedir. VGSC ekspresyonunun
PC epitel hicre membranlarina elektrofizyolojik 6zellikler kazandirabilecegi bu ozelligin
de motiliteyi(56) velveya salg aktivitesini(97) ve intraselller iyonik hemostazi
bozabilecegi 6ne strdlmektedir. Ayrica VGSC bloke edicilerinin(TTX ve fenitoin) insan
PC-3 ve rat MAT-LyLu hticrelerinde migrasyonu azaltirken, VGSC agicilarinin (aconitine
ve ATX Il) migrasyonu artirdigr ancak her iki ilag grubunun da metastatik kabiliyeti zayif
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olan insan LNCaP ve AT-2 hicrelerinde motiliteyi etkilemedigi rapor edilmistir (56, 97,
98). Metastaz hiz1 yuksek olan PC-3 ve disUk olan LNCaP insan prostat kanser hiicreleri
ile yaplan calismalarda Na, 1.7 izoformu mRNA ekspresyonunun PC-3 hiicrelerinde
yaklasik 1000 kat daha ylksek oldugu tespit edildi(12).

Grimes ve arkadaslarinin VGSC aktivite baskilayici tetrodotoksin ve rat prostat
kanser hucreleri ile yaptigi calismaarda, metastaz hizi yiuksek olan Mat-Ly-Lu
hiicrelerinde invazyonun kontrol hiicrelerine gore in vitro olarak baskilandig: tespit edildi
ve bu sonuglann bazi prostat kanserlerinde VGSC proteinlerinin metastazi  kontrol
edebilecegi gorustnu guclendirdigi 6ne strildi. Aynmi ¢alismada metastaz hizi distk olan
AT-2 rat prostat hicrelerinin invazyonunda bir degisiklik olmadig: tespit edildi ve bu
sonucun sebebinin AT-2 hicrelerinin VGSC proteinlerini icermemes oldugu savunuldu
(57). Fraser ve arkadaslarinin MAT-Ly-Lu, AT-2 hicreleri ve tetrodotoksin ile yaptig
baska bir caismada ise MAT-Ly-Lu hicrelerinin VGSC'lerinin  tetrodotoksince
baskilanmasi sonucu kontrol hiicrelerine gore boy ve cap olarak kugllup morfolojik
degisikliklere ugracigi ve VGSC icermeyen AT-2 hicrelerinin gériinimine sahip oldugu
tespit edildi (68). Bennett ve arkadaslarimin metastatik olmayan androjene-bagimli
LNCaP LC prostat hiicre serileri ve oldukca timorojenik androjenden-bagimsiz C4,C4-2
prostat hiicre serileriyle yaptigi calismalarda C4 ve C4-2 hicrelerinin, LC hicrelerine gore
invazyona daha yatkin oldugu ve invazyonu daha guicli olan C4 ve C4-2 hiicrelerin VGSC
ekspresyonunu daha cok yaptigi, ancak VGSC inhibitori olan tetrodotoxin ile
invazyonlarin engellendigi rapor edildi. Sonu¢ olarak artrmis VGSC ekspresyon ve
fonksiyonunun insan prostat kanser hicrelerinin artmis invazyonu igin zorunlu oldugu ve
artmis VGSC ekspresyonunun tek basina U¢ hicre serisinde de invazyon potansiyelini
artirmak icin yeterli oldugu 6ne strdldii(99).

Krasowska ve arkadaslarinin endositik vezikillerle ile ilgili yaptigi bir calismada
endositik/vezikller aktivitenin gucli metastatik Mat-LyLu htcrelerinde zayif metastatik
AT-2 hicrelerine gore daha yaygin gozlendigini ve tetrodotoksn uygulamasiyla Mat-LyLu
hiicrelerinde endositozun baskilandigin rapor etmistir. Ayrica Na” nun intraseliler Ca'?
seviyelerini artirmas ile protein kinaz C ve/veya CaM kinaz 11" nin aktiflesebilecegini ve
bunun daaktin hiicre iskeletini fosforilleyebilecegini bunlarin da sekresyon ve endositozun
olusumuna izin verebilecegini bildirmistir. Bunlarin yam sira Na™ nun adenilat siklaza
direkt etkis ile CAMP, protein kinaz A seviyelerini degistirebilecegi ve bu sayede

vezikller olaylarda rol aan bazi bilesenlerin fosforillenebilecegini belirtmistir (73).
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VGSC—Na'akisi—PKA aktivasyonu—fonksiyonel VGSC artis1 hipotezini desteklemek
icin Brackenbury ve Djamgoz' in Mat-LyLu rat prostat kanser hicreleriyle yaptigi bir
calismada TTX uygulamasyla fosforillenmis PKA seviyelerinin azaldigi, PKA inhibitori
KT5720 uygulamasyla VGSC akis yogunlugunun azaldigi, adenilat siklaz aktivatori
forskolin ve Na ionophore monensin'nin VGSC akis yogunlugunu artirchgi rapor
edilmistir. TTX uygulamasiyla Na, 1.7 mRNA seviyesinin ve plazma membranina VGSC
ekspresyonunun azaldigi ancak total VGSC protein miktarinin degismedigi bildirildi. PKA
ca pozitif feed back mekanizmasiyla upregilasyona ugrayan VGSC’lerinin hicrelerin
migrasyon potansiyelini artircigi belirtilmistir (70). Smith ve arkadaslari Na' kanal
proteinlerinin ekspresyonunun ve metastatik prostatik karsinoma hiicre davranislarinin bir
biri ile fonksiyonel olarak iligkili oldugu hipotezini kuvvetlendirmis ve bunu ya hicre
membranlarina 6zellesmis elektrofizyolojik 6zellikler (motilitelerini ve/veya sekretuar
aktivitelerini artrma gibi) kazandirarak yada hicrelerdeki iyonik dengenin regilasyon
mekanizmalarim bozarak yaptigim savunmuslardir. in vitro olarak membran matriksine
invaze olan hicrelerin Na* kanal ekpresyonu ile korelasyon gosterdigi ortaya konmustur.
Yedi adet Dunning rat hicre serilerinde bu korelasyon istatiksel olarak anlamli bulunmus
ve hiicrelerin % 27’ sinin invazyon gosterdigi vurgulanmustir. Insan prostat hiicrelerinde de
bu korelasyon anlamli bulunmus ve hicrelerin % 12.4'nin invazyon gosterdigi tespit
edilmistir. Metastatik kabiliyetli Dul45 ve PC-3 hiicreleri Na' kanal proteinini eksprese
ederken LNCaP hicrelerinin ekspresyonunun sifira yakin dizeyde oldugu ve invazyon
gostermedigi belirtilmistir. Diger bilim adamlart gibi Smith ve arkadaslar1 da prostat
kanser hiicrelerinde Na" kanal varligimin metastaza yatkinlik icin bir marker olabilecegini
savunmustur (72).

Calismamizda PC-3 hiicre serilerini ¢esitli konsantrasyondaki polen-su, polen-
DMSO ve propolissu, propolis-DMSO ekstraktlanyla muamele edilip yapilan canlilik
(MTT) testinde her bir konsantrasyon 16 kez calisildi. Canlilik testi PC-3 hiicrelerine etki
eden polen-su, polen-DMSO ve propolis-su, propolisDMSO ekstraklarinin 1Cso degerini
saptamak ve PC-3 hicre serilerinde VGSC Na, 1.5 ve Na, 1.70 izoformlarin gen
ekspresyonlarnnt incelemek icin yapilacak RTPCR calismalarinda kullanmlacak ekstrakt
konsantrasyonunu secmek icin yapildi. PC-3 hticre serilerinin canlilik testi icin polensu
ve polen-DM SO ekstraktlarimin sirasiyla 200, 150 ve 100ug/ml, propolis-su ve propolis-
DMSO ekstraktlarimin 20, 10, 5Spg/ml’lik konsantrasyonlar: kullamldi. PC-3 hicre
serilerinde polen-su ekstraktlar icin % canlilik sonuclar srasyla 21.67, 91.67 ve 46.67,
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polen-DM SO ekstraktlar: igin % canlilik sonuglari 200pg/ml’lik konsantrasyon igin tayin
edilemedi ancak 150pg/ml icin % 47.06 ve 100ug/ml’lik konsantrasyon icin % 70.59
saptandi. Bu konsantrasyonlarin % canlilik sonuclar1 incelendiginde polen-su ve polen-
DMSO ekstraktlar: icin ileriki calismalarda kullamlacak en uygun konsantrasyonun
150pg/ml olduguna karar verildi. PC-3 hicre serilerinde propolis-su ve propolisDM SO
konsantrasyonlarinin (20, 10, 5pug/ml) %canlilik sonuclar: incelendiginde 5ug/ml propolis-
su konsantrasyonu hari¢ 20ug/ml’lik propolis-su ekstrakti icin % 42.10, 10ug/ml’lik
propolissu ekstrakti icin ise % 50.00 olarak tespit edildi. 20, 10 ve 5ug/ml’lik
konsantrasyonlardaki propolisDM SO ekstraktlar icin % canlilik sirasiyla 37.18, 41.02 ve
64.10 olarak tespit edildi. Bu sonuglar incelendiginde propolis-DMSO ekstraktlar: icin
20pg/ml’lik konsantrasyon daha sonra yapilan RTPCR calismalari icin PC-3 hiicrelerinde
kullanilmak Uzere secildi.

VGSC Nay 1.5 ve Na, 1.7 a izoformlarinin PC-3 hiicre serilerindeki gen ekspresyon
seviyesini  incelemek igin propolissu, propolisDMSO ekstraklarinin  20pg/ml’lik
konsantrasyonu, polen-su, polen-DMSO ekstraktlarindan 150ug/m’lik konsantrasyon ve
higbir ekstrakt ile muamele edilmemis (Opg/ml konsantrasyon) PC-3 huicre serileri kontrol
amach kullanilarak 24 saatlik inkUbasyon sirelerinin bitiminde ayr1 ayn 6 flasktan total
RNA’lar QlIAamp RNA Blood Mini Kit ile izole edildi. Her bir primer icin cDNA AMV
Reverse Transcriptase enzimi ile kit prosediriine uygun olarak Uretildi. cDNA’si Uretilen
B-Aktin, VGSC Na, 1.5 ve Nay 1.7 a izoformlari Negatif Kontrol ile birlikte Roche
Applied Science LightCycler DNA Mater SYBR Green | kiti ile LightCycler 2.0 System
cihazinda calisildi. RTPCR calismalarinda kullanilan her bir flasktaki hiicre sayisi farkli
oldugundan dolay1 B-Aktin gen ekspresyon seviyess VGSC Na/l1.5 ve Na, 1.7 «
izoformlar: ile birlikte normalizasyon islemi icin kullamlmak Uzere calisildi. Her bir
RTPCR c¢alismasinda -Aktin ile birlikte cDNA yerine suyun kullamldigi negatif kontrol
calismalara eklendi. RTPCR calismalari sonucunda Opg/ml konsantrasyon Na, 1.5 ve Nay
1.7 gen ekspresyonu % 100 kabul edilerek gerekli hesaplar yapildi ve 150pg/ml’ lik polen-
DMSO ektrakt: ile muamele edilmis 2 ve 7 nolu flasklarda Na, 1.5 ve Na, 1.7 gen
ekspresyonu en yiksek oranda (% 55.98 ve % 53.31) baskilandigi tespit edildi. Na, 1.5 ve
Na, 1.7 gen ekspresyonunudaki ikinci en yiksek baskilanma 20ug/ml’lik propolissDM SO
ekstraktlarinin kullanmldigi 3 ve 8 nolu flasklarda % 37.38 ve % 41.98 olarak bulundu. Na,
1.5 ve Na, 1.7 gen ekspresyonu 150pg/ml polen-su ektraktlariyla muamele edilmis olan 3
ve 8 nolu flasklarda % 24.22 ve % 25.08 baskilamirken en diustk oranda baskilanma %
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18.01 ve %22.58 olarak 20pg/ml’lik propolis-su ekstraktlar: ile muamele edilmis PC-3
hiicre serilerinde tespit edildi.

Literatiirde polen ve propolis ekstraktlarinin PC-3 hiicre serileri veya diger kanser
hiicre serilerindeki VGSC gen ekspresyonlarina etkisini inceleyen herhangi bir calismaya
rasttanmamistir. Bu ylzden elde edilen sonuglar direkt olarak herhangi bir literatirle
karsilastirilamadi. Ancak Wu ve arkadaslarimn kirmizi sarap polifenollerininin dorsal root
ganglionik ndronal hticrelerde volta] kapili iyon kanallarina etkisini patch-clamp tekni g ile
inceledigi calismada kirmuzi sarap polifenollerinin - 2.5ug/ml’lik  konsantrasyonda
VGSC'den Na" akistnin % 50 oraninda baskiladigini, kirmizi sarap polifenollerin sinir
sistemi Uzerine anestezik veya sedatif etkisinin oldugu ve 100ml kirmizi sarabin
tiketilmesiyle 50 dk’ da plazma polifenolik konsantrasyonun 2.5ug/ml’ ye ulasarak noronal
iyon kanallarimin baskilandigi savunuldu (100). Antioksidan ve antikanser gan olan
polifenollerin hiicre kinaz aktivitelerini inhibe ettikleri savunulmaktadir (101). Onemli
polifenoller arasinda bulunan quercetin, resveratol, D,L-catechin ve D,L-epicatechin pek
cok hicresel fonksiyonda rol adigi gibi iyon kanalarim aktive edebilecekleri de
savunulmaktacir. Ornegin quercetin iskelet kas sarkoplazmik retikulumdaki Ca'salabilen
kanallann aktive ettigi, catechinlerin chromaffin hicrelerinde voltg) kapil Ca’?
kanallanndaki akis1 artirdig bildirilmistir (100). Dolayisiyla polifenoller yoniinden zengin
olan polen ve propolis ekstraktlarinin VGSC aktivitesine etki edebilecegi ve VGSC Na,
1.5 ve Na, 1.7 a izoformlarinin gen ekspresyonlarini baskilama mekanizmasnin bu yolla
olabilecegi kanaatine varildi.

Calismamiza literatiirdeki en benzeyen calismada CELEX hipotezi Isbilen ve
arkadaglar1 tarafindan DHA (dokosahekzaenoik asit)ymn MDA-MB-231 insan meme
kanseri hicrelerinde scnanmistir (102). Omega-3 serisi poliansatiire yag asidi serisindeki
DHAnin iyon kanalanm etkileyebilecegi Jude ve arkadaslari(103) tarafindan
bildirildiginden, bu calismada kanserli hiicrelerde denenmistir. 0.5uM konsantrasyondaki
DHAnNin 48 saat inkibasyon sonunda Na,1.5 mRNA ekspresyonunu kontrollere gore % 67
azalttigr rapor edilmistir (102). CELEX hipotezini test etmede standart olarak kullamlan
TTX iyon kanallarinin aktivitesini ve mRNA ekspresyonunu % 80 ‘e yakin baskilamakla
birlikte oldukca lethaldir. Gunimuizde disik dozlarda anazejik olarak kullammmina dair
Klinik calismalar vardir. Dolayisiyla dogal bilesikler olan polen ve propolisin kanserlerin
baskilanmasinda kullaniimasimin daha mantikli oldugunu distniyoruz. Nitekim Li ve

arkadaslari(53) da prostat kanser hicreleri ile muamele ettikleri Brezilya propolisini
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antiproliferatif ve antimetastatik etkilerini gosterdikten sonra propolisin prostat kanseri
kemoterapisinde tek basina veya antikanser ajanlarla kombine olarak kullamilabilecegini

Onermiglerdir. Bu konudaki ¢alismalar oldukca yenidir.



SONUC VE ONERILER

1- Turkiye'nin cesitli illerinden (Balikesir(Beydag), Bayburt(Demir6zi),
Erzurum(Aribahce) ve Trabzon) toplanan polen ve Trabzon'dan toplanan propolis
ornekleri DM SO ve suda ¢ozUlUp c¢esitli konsantrasyonlarda (200, 150, 100ug/ml polen su,
polen DM SO ve 20, 10, 5ug/ml propolis su, propolis DM SO) ekstraktlar hazirlandh.

2- Metastatik kabiliyeti yiuksek olan PC-3 prostat kanseri hiicre serileri Uretildi ve
canlilik testi(MTT) sonuclarina gére DM SO ve sulu polen ekstraklarindan 150ug/ml ve
DMSO ve sulu propolis ekstraktlarindan 20pg/ml’lik konsantrasyonlarla PC-3 kanser
hiicre serilerinin inklbe edildmesine karar verildi.

3- Metastatik kabiliyeti yiksek olan MCF-7 meme kanser hicre serileri istenilen
oranda cogatilamadi @ icin calismaya katilmadh.

4- Secilen konsantrasyonlardaki polen ve propolis ekstraktlan ile PC-3 prostat
kanseri hiicreleri 24 saat inkibe edildi. Hicbir ekstrakt ile muamele edilmeyen PC-3 hiicre
seris calismamizda kontrol olarak kullanild.

5- inkuibasyon siiresi dolan hticre serilerinden total RNA’lan izole edildi ve B-Aktin
ile metastatik kanser hilcrelerinde ekspresyonu artan VGSC Na, 1.5 ve Na, 1.7 o
izoformlartnin - ¢cDNA’s1  Oretildikten sonra gen ekspresyon seviyeleri RTPCR
calismalariylabelirlendi. B-Aktin her bir RTPCR calismasinda kontrol olarak kullanild.

6- Polen ve propolis ekstraktlart ile muamele edilen bitin PC-3 kanser hiicre
serilerinde VGSC Na, 1.5 ve Nay 1.7 o izoformlarimn gen ekspresyonu hichir ekstrakla
muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine gore gesitli oranlarda baskiland.

7- PC-3 kanser hiicre serilerinde VGSC Na, 1.5 a izoformunun gen ekspresyonu
kontrol hicrelerine gore en yuksek 150ug/ml’lik polen DMSO ekstraktinca, en disuk
20pg/ml’ lik propolis su ekstraktinca sirasiyla % 55.98 ve % 18.01 oramnda baskilandi.

8- PC-3 kanser hucre serilerinde VGSC Na, 1.7 a izoformunun gen ekspresyonu
kontrol hicrelerine gore en yuksek 150ug/ml’lik polen DMSO ekstraktinca, en dusik
20pg/ml’lik propolis su ekstraktinca sirasiyla % 53.31 ve % 22.58 oramnda baskilanch.
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9- Daha yuksek konsantrasyonlardaki propolis DM SO, propolis su ekstraktlarn ve
farkli ¢ozuculer kullanilarak cesitli konsantrasyonlardaki polen ve propolis ekstraktlaryla
bu calismaPC-3 disinda farkli kanser hiicre serilerinde de ¢alisilabilir.

10- Cssitli polen ve propolis ekstraktlarimin VGSC’ nin farkh o ve B izoformlarinin
ve VGPC gibi diger kanal proteinlerinin gen ekspresyon seviyes Uzerine etkisinin
incelenmed yam sira kana proteinlerinin aktivitesi ve protein seviyesi Uzerine etkisi
gel ecekte patch clamp teknigi, nothern blot ve western blot analizleri yapilarak calisilabilir.

11- Polen ve propolis ekstraktlari, insanlara lethal olan tetrodotoksin adli balik
zehiri yerine alternatif dogal Urunler olarak VGSC' nin baskilanmasini amaglayan cesitli
antimetastatik calismalarda kullanilabilir.

12- Polen ve propolis prostat kanseri kemoterapisinde tek basina veya antikanser

gjanlarlakombine olarak kullanilabilir.



OZET

Polen ve propolis anti-inflamatuar, antioksidan, antitiméral gibi 6zelliklere sahip
olan, toplandigi bdlgenin cografyasina ve iklimine bagli olarak kompozisyonu degisen,
flavonoidler ve polifenolik bilesiklerce zengin a1 Urinleridir. Voltg kapili sodyum kanal
proteini(VGSC) hiicrelere Na® akisim  saglayan, metastatik kanser hicrelerinde
ekspresyonu ve aktivites oldukga artan, o ve B izoformlarindan olusan bir membran
proteinidir. Bu calisgmada, canlilik testi sonucu belirlenen Turkiye poleni ve Trabzon
propolisnin DMSO ve sulu ekstraktlarimn sirasiyla 150pg/mi’lik ve 20ug/mi’lik
konsantrasyonlarinin metastatik PC-3 prostat kanser hicrelerinde VGSC'nin Nay, 1.5 ve
Na, 1.7 a izoformlar1 ekspresyonu Uzerine etkiss RTPCR(Real Time PCR) calismalaryla
incelendi. PC-3 kanser hlcreleriyle polen ve propolis ekstraktlar: 24 saat inkibe edildi.
Omg/ml ekstraktli PC-3 hicrelerinde VGSC ekspresyonu %100 kabul edildi. RTPCR
calisgmalart sonucunda kontrol hicrelerine gore Na, 1.5 ve Nay 1.7 izoformlarimn gen
ekspresyonundaki en yiksek baskilanma 150ug/ml’lik polen DMSO ektraktlarinca
arasiyla %55.98 ve %53.31 oraninda, en disuk baskilanmaise 20ug/ml’lik propolisin sulu
ekstraktlarinca sirasiyla %18.01 ve %22.58 oramnda oldugu saptandi. Sonug olarak polen
ve propolisin DMSO ve sulu ektraklanmn PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinde VGSC
Na, 1.5 ve Na, 1.7 a izoformlarimin mRNA ekspresyonlarini degisik oranlarda baskilach &
ve anti-metastatik aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Polen, Propolis, Voltg) Kapil1 Sodyum Kanal Proteini, PC-3 Prostat

Kanser Hiicre Serisi.



SUMMARY

Effects of Bee Pollen and Propolis Extracts on Expression of Voltage-Gated Sodium

Channels in Metastatic Human Prostate Cancer Cell Lines

Pollen and propolis are bee products, rich in flavonoids and phenolic compounds,
which have anti-inflammatory, antioxidant, antitumoral properties Their compositions
vary with geographical area and climate where they are collected. Voltage-Gated Sodium
Channel Protein(VGSC) is a membrane protein which composed of o and § isoforms and
alows influx of Na" through the cell and its expression and activity are increased in
metastatic cancer cells. In this study, DMSO and water extracts of Turkey pollen and
Trabzon propolis respectively of 150ug/ml and 20pg/ml concentrations which were chosen
according to the viablity experiments were usud to determinate their effects on expression
of VGSC Na, 1.5 and Nay 1.7 a isoforms in PC-3 prostate cancer cell lines. PC-3 cancer
cells were incubated with extracts of pollen and propolis for 24 hours. Expressions of
VGSC were suggested to be 100 % in PC-3 cells incubated with 0 mg/ml extracts. At the
end of the RTPCR studies, the highest inhibitions of Na, 1.5 and Na, 1.7 o izoforms were
observed as respectively 55.98 % and 55.31 % in PC-3 cells incubated with 150pg/ml
DM SO extracts of pollen. In conclusion, MRNA expressions of VGSC Na, 1.5 and Na, 1.7
a izoforms are inhibeted by DM SO and water extracts of pollen and propolis in different
ratios. It was concluded that DM SO and water extracts of pollen and propolis may have
anti-metastatic activity in PC-3 prostate cancer cell lines.

Key Words: Pollen, Propolis, Voltage-Gated Sodium Channel Protein, PC-3 Prostate

Cancer Cdll Lines.
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