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2,3-Dihidroksibenzoik Asidin Prostat Kanser Hiicreleri Lipid Profili Uzerine

Etkisinin Shotgun Lipidomik Analizle Belirlenmesi ve Antikanser Aktivitesi

Determination of the Effect of 2,3-Dihydroxybenzoic Acid on Lipid Profile of Prostate
Cancer Cells by Shotgun Lipidomic Analysis and Anticancer Activity
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Bu ¢alismada, PC-3 insan prostat kanseri hicrelerinde 2,3-dihidrobenzoik asit (2,3-DHBA)’in antikanser aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica, 2,3-DHBA'nin PC-3 insan prostat kanseri hiicrelerinin lipid profili Gzerindeki etkileri de shotgun lipidomik
yaklagimla incelenmistir. Dogal olarak olusan bir fenolik asit turii olan 2,3-DHBA’nin, PC-3 insan prostat kanseri hiicrelerinde
antikanser aktivitesi, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum) yontemi ile belirlendi. 2,3-DHBA’nin apoptotik etkisi
ise, DAPI (4,6-diamidino-2 fenilindol) boyamasiyla incelenmistir. Sonuglarimiz, 2,3-DHBA’nin PC-3 insan prostat kanseri
hiicrelerinde antikanser aktivitesine sahip oldugunu ve bu etkinin doza ve zamana bagli olarak arttigini géstermistir. Ayrica DAPI
boyamasi, kromatin yogunlagmasi ve niikleer fragmantasyon gibi apoptotik 6zelliklerin zamana bagh bir sekilde arttigini
gostermistir. Kanser dahil olmak tizere bazi hastaliklarin, belirli lipit tirlerinde spesifik degisikliklerle iliskili oldugu bilinmektedir.
Calismamizin son agamasinda, 2,3-DHBA’nin PC-3 insan prostat kanseri hiicre lipid profili tizerindeki etkileri, shotgun lipidomik
yaklagim kullanilarak incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda, 2,3-DHBA uygulamasinin PC-3 insan prostat kanseri hicre lipit
turlerinde yag asitleri, gliserolipid, gliserofosfolipid, sterol lipitler, prenol lipidler ve polipetid lipit turlerinde degisikliklere neden
oldugu gorulmustir.

Abstract Research Article

In this study, we aimed to determine the anticancer activities of 2,3-dihydroxybenzoic acid (2,3-DHBA) against PC-3 human
prostate cancer cells. In addition, the effects of 2,3-DHBA on the lipid profile of PC-3 human prostate cancer cells were also
investigated by the shotgun lipidomic approach. The anticancer activity of 2,3-DHBA which is a naturally occurring type of
phenolic acid on PC-3 human prostate cancer cells was determined by MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) method. In addition, the apoptotic effect of 2,3-DHBA was investigated by DAPI (4,6-diamidino-2
phenylindole) staining. Our results showed that 2,3-DHBA have an anticancer activity to PC-3 human prostate cancer cells and
this effect was increased in dose and time-dependent. In addition, DAPI staining showed that apoptotic properties such as
chromatin condensation and nuclear fragmentation increased in a time-dependent manner. Certain diseases, including cancer,
are known to be associated with specific changes in particular lipid species. In the last step of our study, the effects of
2,3-DHBA on PC-3 human prostate cancer cell lipid profile were investigated using a shotgun lipidomic approach. As a result of
the analyzes, it was observed that 2,3-DHBA application caused changes in fatty acids, glycerolipid, glycerophospholipid, sterol
lipids, prenol lipids, and polyketide lipid species in PC-3 prostate cancer cell lipid species.

GIRIS

Salisinin kesfi ve aspirinin sentezlenmesinden sonra bitkilerde
bulunan farmakolojik aktif bilesiklerin izolasyonu ve tanimla-
malariyla ilgili biiylik bir farmasotik endiistri olugmustur.
Fenolik asitler aromatik sekonder bitki metabolitleridir . Cay,
kirmiz1 sarap, meyve ve gesitli tibbi bitkiler yliksek oranlarda
fenolik asit igermektedirler > °. Bitkilerden izole edilen gallik,
klorogenik, kafeik, ellajik ve ferulik asit gibi birgok fenolik

asidin farmakolojik olarak aktif bilesikler olduklary

antimutajenik,

antioksidan, antikanserojen, antimikrobiyal,

genellikle konservesi yapilan batoko plum, avokado ve yaban
mersini gibi birkag meyve tiiriinde de bulunmaktadir %
Inflammasyonda 6nemli rol oynayan hidrojen peroksit indiiklii
niikleer faktor kappa B (NFKB) transkripsiyon faktorii akti-
vasyonunu azalttig bildirilmistir *. 2,3-DHBA, notrofil akti-
vasyonu ve radikal {retiminden kaynaklanan akut akciger
hasari tedavisindede kullanilmaktadir '* '°. 2,3-DHBA demire,
transferrin ve laktoferrinden daha biiyiikk baglanma sabitine
sahip oldugundan, p-talasemi hastalarinda demir-denge
saglayici olarak degerlendirilmek amaciyla agizdan alinan

etkili demir-selat ajan1 olarak da kullanilmaktadr "%,

antiviral ve antitimor aktivitelere sahip olduklar1 bildirilmistir
24 2,3-DHBA aspirinin bir metabolitidir ve Madagascar rosy,
cezayir meneksesi ve Boreava orientalis (sar1 ot) gibi birkag

sifali bitkide bulunmakla birlikte Giiney ve giiney-dogu asyada

Kanser tadavisi igin giiniimiizde mevcut modern
tibbin ¢ok pahali, toksik ve bazan verimsiz olmasi nedeniyle,

olasi alternatif ve/veya ilave toropatik ajanlar olarak geleneksel

Sorumlu yazar/ Corresponding author: Serap Sahin Boliikbasi E-Mail; wserap@yahoo.com

http://dx.doi.org/10.29228/jamp.42745


http://www.academicmed.org

olarak tarif edilen dogal kaynaklar yaygin olarak kullanilmak-

tadir. Kanser hastalarmm % 80 kadar1 alternatif veya
destekleyici tip kullandiklarini ifade etmektedirler ve bunlarin
en az Ugte birinin alternatif ilaglar1 kemoterapi tedavi ile
birlikte kullandiklar1 bildirilmistir '°. Epidemiyolojik ¢alisma-
lar yiiksek bitki tiirevli tiiketimli yasamin, kanser gelisim
riskini diislirdiigiinii ve insan besinlerinde dogal olarak var olan
antikanserojen ajanlarin giivenli, non-toksik ve insan saglig1
lizerine uzun siireli faydali etkileri oldugu goriisiini
desteklemektedir 2°2. Prostat kanseri erkeklerde ikinci en sik
teshisi konulan ve tiim diinyada en yaygin besinci siradaki kan-

ser turidiir.

Lipidlerin biyolojik sistemlerde; cok farkli ve dnemli
biyolojik rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle, lipidlerin
biiyiikk Olgeklerde toplu olarak karakterize edilmeleri saglik
arastirmalarinda yiiksek 6neme sahiptir. Metabolomiksin bir
dali olan lipidomik alaninda ilk c¢alismalar Han ve Gross

tarafindan yapilmistir *

. Lipidomiks, lipid tiirlerinin tam
karakterizasyonu ve gen regulasyonunu da iceren lipid metabo-
lizma ve fonksiyonlarina katilan protein ekspresyonlariyla ilgili
biyolojik rollerini ¢alisan bir bilim dali olarak tanimlanmistir
# Birgok belirli lipid molekiilii kanser ve farkli insan has-

taliklarmin gelismesiyle iliskilendirilmistir *>*°,

Bu c¢aligmanin ilk kisminda, dogal fenolik bir bilesik olan
2,3-DHBA’nin PC-3 prostat kanser hiicreleri iizerine anti-
kanser aktivitesi arastirilmigtir. Calismanin ikinci asamasinda
ise, bircok hastalik ile iliskilendirilen lipid profil degisiminin
incelenmesi amaciyla 2,3-DHBA uygulanan PC-3 insan prostat
kanser hiicrelerinin lipid profillerindeki degisimlerin arastiril-

mas1 amactyla lipidomik ¢aligmalar yapilmistir.

MATERYAL ve METOD
Kimyasallar

F-12K Medium (Kaighn's Modification of Ham's F-12
Medium), Eagles Minimum Essential Medium, fetal bovine
serum (FBS), penicillin and streptomycin ve tripsin-EDTA
(0.25% w/v) American Type Culture Collection (ATTC,
Manassas, VA) firmasindan,. DAPI Calbiochem (San Diego,
CA) firmasindan, dimetilsiilfoksit (DMSO), MTT, etanol,
amonyum molibdat, metanol, kloroform, fosfat standarti,
hidrojen peroksit, askorbik asit ve asetonitril Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO) firmasindan, lipid standartlar1 ise Avanti Lipid

firmasindan temin edilmistir.

In vitro Antikanser Aktivite Belirlenmesi

Hiicre Kiiltiirii: Insan prostat kanser hiicreleri (PC-3), 10%
(v/v) fetal bovin serum (FBS), 100 Unite/ml penicilin ve 100
pg/ml streptomisin igeren F-12 besi yerinde %5 CO, ve 37 °C
kosullarindaki inkiibatérde biiyiitiildi. Hiicreler %70-80
biiylime oranma ulastiklarinda tiripsin-EDTA kullanilarak
pasajlandi.

MTT 6lgiimii; 2,3-DHBA’nin PC-3 prostat kanser
hiicreleri lizerine antikanser etkisi, MTT kullanilarak belirlendi
7. Ustel olarak biiyiiyen PC-3 hiicreleri pasajlanarak 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde 96-kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin
plakalara tutunmalar1

2,3-DHBA’nmn farkli derigimleri (30020000 puM) uyguland:.

icin 24 saat beklenildikten sonra

Bilesik uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra herbir kuyuya
MTT eklendi ve 2 saat inkiibatrde beklemeye birakildi. Iki
saatin sonunda plakalar inkiibatérden alindi ve hiicrelere zarar
vermeden plakalar igindeki besi yerleri aspire edildi. Herbir
kuyuya 100 pL. DMSO eklendikten sonra plakalar, 15 dk oda
sicakliginda calkalayici iizerine inkiibe edildi ve absorbans
degerleri Elisa cihazinda 570 nm dalga boyunda okundu.
Herbir bilesik i¢in bu olglimler farkli pasaj numaralarinda
3 tekrarl olarak yapildi (n=9) ve GraphPad Prism?7 kullanilarak
ICsy degerleri saptand1.

DAPI Boyamasi

Floresan boyama yontemi olarak kullanilan DAPI boyamasi
yapilarak, 2,3-DHBA’nin PC-3 hiicreleri {izerine apoptotik
etkilerinin olup olmadig1 belirlendi **. Ustel olarak biiyiiyen
PC-3 hiicreleri pasajlanarak 1x10° hiicre/mL olacak sekilde
6-kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin plakalara tutunmalar i¢in
24 saat beklenildikten sonra 2,3-DHBA icin MTT deneyi sonu-
cunda 24, 48 ve 72 saat igin belirlenen ICsy derisim degerleri
hiicrelere uygulandi. Uygulama yapildiktan 24, 48 ve 72 saat
sonrasinda besi yeri aspire edilerek hiicreler iki kez 1xPBS ile
yikandi ve 0.01% formaldehit ¢ozeltisi ile 10 dakika fixe
edildi. Hiicreler tekrar iki kez 1xPBS ile yikanarak, 100 pM
DAPI eklendi ve 10 dk karanlikta inkiibe edildi. Son olarak
hiicreler tekrar iki kez 1xPBS ile yikandiktan sonra 2 damla
mounting media eklenip oda sicakliginda 5 dk beklendi. Hiicre
morfolojisindeki degisimler 350/486 nm (ex/em) dalga boy-

larinda floresan mikroskobu ile goriintiilendi.



Lipidomiks Analiz
Bligh-Dyer yontemi ile Lipid izolasyonu

2,3-DHBA’nm PC-3 prostat kanser hiicre hattinda MTT deneyi
sonucunda 48 saat igin belirlenen ICsy derisim degeri PC-3
prostat kanser hiicre hattma uygulanarak, hiicre kiiltiirii or-
tamindan Bligh-Dyer yontemi ile lipid izolasyonu yapild: .
Flasklarda biiyiitiilen PC-3 prostat kanser hiicreleri 1XPBS ile
yikandiktan sonra metanol:su karisimiyla kazinarak tiiplere
alindi. Tiiplere metanol, kloroform ve su eklenerek vortekslen-
di ve santrifiijlenerek kloroform fazi ayrildi. Tekrar kloroform
eklenerek vorteksle karistirilarak santrifiijlendi ve kloroform
fazlar1 birlestirildi. Kloroform, azot gazi altinda uzaklastirildi.
Kalan lipid metanol:kloroform karigimi ile ¢oziilerek kiiciik
cam tiiplere alind1 ve fosfor analizi yapilmak iizere -80 0C’ye

kaldirildi.

Inorganik Fosfat Tayini

Lipid ekstraktlar1 ve siilfirik asit, 200°C de 1 saat inkiibe
edildikten sonra hidrojen peroksit eklenip 1.5 saat tekrar inkiibe
edildi. Tiipler alinip molibdat belirteci ve 100 pL askorbik asit
¢ozeltisi eklenip 100 °C’de 7-10 dk kaynatilacak ve 830 nm
dalga boyunda absorbanslart ELISA okuyucuda okundu *°.

Lipid Tiirlerinin Elektrospray Iyonizasyon Kiitle Spektrome-

tresiyle (ESI-MS) ile Belirlenmesi ve miktar tayini

Lipit ekstraktlarnin ESI-MS analizleri Agilent LC/MSD kiitle
spektrometresi  kullamlarak yapildi *'?*. ESI-MS,
Agilent technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS

analizi

kiitle spektrometresi (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
kullanilarak; 350 °C'de azot kurutma gazmnin akis hizi 8 litre/dk
ve 30 psi'lik nebulizatér basmncinda gerceklestirildi. Ornekler;
amonyum format iceren asetonitril: methanol:su mobil faz ile

pozitif ve negatif iyon modunda tarandi.

Lipidler icin ¢ok degiskenli Istatistik Analizler

Esas bilesen analizi (PCA) ve Kismi En Kiicik Kareler
Diskriminant Analizi (PLS-DA) gibi ¢ok degiskenli analizler

MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/)

kullanilarak yapildi *°. Hangi m/z degerlerinin anlamli olarak

degistigini bulmak icin, volcano plots, kat degisimi

(fold change) ve t-test sonuglar1 MetaboAnalyst 4. kullanilarak
birlestirildi. Tiim veri gruplar1 i¢in kat degisim esigi 1.5 ve

p-degeri 0.05 olarak alinmustir. Istatistiksel olarak anlamli olan

m/z degerlerine karsilik gelen lipid tiirleri, Lipid Maps (http://
www.lipidmaps.org/) kullanilarak belirlenmistir *.

Istatistik Analiz

Arastirma  kapsaminda yapilan tim antikanser aktivite
deneyleri dokuz tekrarli (n=9) ve lipidomik deneyler alt1 (n=6)
tekrarli yapilip, sonuglar standart sapmalariyla (+ SEM) birlikte
verilmistir. GraphPad Prism7 grafik ve istatistik programi
(GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
One-way anova analizi uygulanmis ve anlamlilik i¢in *p<0.05,

%p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.0001 segilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Antikanser Aktivite Belirlenmesi

2,3-DHBA’nin PC-3 prostat kanser hiicreleri lizerine antikanser
aktivitesi, MTT kullanilarak belirlendi. MTT, sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik test
yontemlerinden birisidir. MTT, mitokondrial aktivitesi devam
eden canli hiicrelerin belirlenmesini saglamaktadir. MTT suda
¢ozilinen bir tetrazolium tuzu olup ¢dzeltisi sarimtirak renklidir.
Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince
pargalanmasi sonucu MTT, ¢6ziinmeyen mor renkli formazana
doniistir. Bu doniigiim canli hiicrelerin mitokondrileri aracilig1
ile gergeklesmektedir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik
aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgen-
mesinden dolayr bu ydntem sadece canli hiicreleri belir-
lemektedir. Olusan bu formazan izopropanol veya baska bir
¢Oziici yardimi ile ¢Oziiniir hale getirilir ve olusan renk
spektrofotometrik olarak okunup miktar tayini yapilmaktdir.
Sekil 1-3’de; x ekseni 2,3-DHBA’nin derigimlerini, y ekseni
ise hiicrelerin kontrole gére canlilik oranlarini gdstermektedir.
Sekil 1-3°de; goriildigli gibi 2,3-DHBA’nin derisimlerindeki
artigla paralel olarak antikanser aktivitede de artis gozlen-
mektedir. Yani, 2,3-DHBA’nin derisiminin artmasiyla, PC-3
prostat kanser hiicrelerinin 6liim oranlar1 artig gostermektedir.
Bu grafikten yararlanilarak, 2,3-DHBA’nin PC-3
prostat kanser hiicrelerinin %50’sini dldiirdiikleri derisim de-
gerleri (ICsy) belirlenmektedir. Sekil 1-3’de 2,3-DHBA’nin 24,
48 ve 72 saat uygulama zamanlarinda ICsy degerleri sirasiyla;
6312 puM, 2502 uM ve 1781 uM olarak bulunmustur (Sekil 4).
Sekil 4’de gortldiigii gibi; 2,3-DHBA i¢in gdzlemlenen ICs,
degerleri, yani PC-3 prostat hiicrelerinin %50’sinin 6ldiiriilmesi

icin gerekli derisim degerleri, zamanla diismektedir. Diisiik

ICs, degeri yiiksek aktiviteye isaret etmektedir.



Bu nedenle 2,3-DHBA’nmn antikanser aktivitesi zamana bagli

olarak artmaktadir.
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DAPI Boyamasi fragmentasyonunun var oldugu apoptotik hiicrelerin varlig1 ve

Floresan boyama yontemleri, floresan maddelerin  (6rn. apoptotik etkilerin zamanla daha belirgin hale geldigi gozlendi.

Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodiir) kullanilmasiyla ya-
pilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglana-
bildiklerinden hiicrenin kromatini dolayistyla nukleusu goriintir
hale gelmektedir. DAPI, DNA’ya baglanan fluoresan bir boya-
dir ve hiicre morfolojisiyle ilgili bilgiler vermektedir. Kromatin
kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan hiicreler
apoptotik hiicreler olarak degerlendirilmektedir. Floresan boya-
ma yontemi olarak kullanilan DAPI boyamasi yapilarak, komp-
lekslerin PC-3 hiicreleri iizerine apoptotik etkilerinin olup ol-
madig1 arastirildi. Sekil 5’de kontrol (PC-3 prostat hiicresi) ile
PC-3 prostat kanser hiicrelerine 2,3-DHBA’nin 1Cs derisimle-

rinin uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra yapilan DAPI

boyamasi sonucunda elde edilen floresan mikroskop goriintiile- ~ Sekil 5. 2,3-DHBA’nin ICsodegerlerinde DAPI boyamasi (a) Kontrol (b) 24
. o . . saat (c) 48 saat (d) 72 saat
ri verildi. Sekil 5°de kromatin kondensasyonu veya nukleus



Fenolik asitler, bitki ve yiyeceklerde yaygin bi¢imde bulunma-
lar1, 6nemli biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri sebebiyle giin-
cel ilgi odagi haline gelmislerdir. Fenolik bilesiklerin sahip
olduklar1 giiclii antioksidan ve anti-radikal aktiviteler aromatik
halkaya bagli hidroksil grup sayisi, baglanma konumu ve aro-
matik halkadaki hidroksillerin yerleri gibi birgok faktore bagl
olarak farklilk gostermektedir ¥ **. Flavonoidler ve fenolik
asitlerleri igeren fenolik bilesikler olas1 diyetsel antikarsinojen-
lerin en umut veren grubu olarak nitelendirilmektedir. Fenolik
bilesiklerin antikanser aktiviteleri farkli ¢calismalarda arastiril-

mistir 3941

Lipidomiks Analiz
Inorganik Fosfat Tayini
2,3-DHBA’nin 48 saat i¢in belirlenen ICsy derisim degerinin

uygulandigit PC-3 prostat kanser hiicrlerinden Bligh-Dyer

+ESI TIC Scan Frag=175.0V S5B-DHBA -2.d
1

x107

yontemi ile yapilan lipid izolasyonundan elde edilen drneklere
standart fosfor ¢ozeltisi kullanilarak derisim normalizasyonu
yapildi ve bir sonraki adimda Q-TOF LC/MS kullanilarak
ESI -MS analizleri yapild.

ESI-MS analizi

Lipit ornekleri kloroform:metanol iginde hazirlandi. ESI-MS
analizi Agilent technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF
LC/MS kiitle spektrometresi kullanilarak deneysel kisimda
belirtilen kosullarda pozitif ve negatif iyon modunda yapildi.
Sekil 6-9’da pozitif ve negatif iyon modlarinda elde edilen

kromotogramlar ve spektrumlar verildi.
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Sekil 6. 2,3-DHBA nin 48 saat i¢in belirlenen ICs, derigsiminin uygulandigi PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Pozitif iyon modu kromotogrami (n=6)
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Sekil 7.: 2,3-DHBA’nin 48 saat i¢in belirlenen ICs, derisiminin uygulandigi PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Pozitif iyon modu spektrumu

(n=6)
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Sekil 8. 2,3-DHBAnin 48 saat i¢in belirlenen ICs, derisiminin uygulandigi PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Negatif iyon modu kromotogrami (n=6)

x103

3.59
3.
2.51
24
1.5+
1_
0.51

305.1576

L‘\.I

-ESl Scan (rt: 0.107-19.905 min, 1196 scans) Frag=175.0V SSB-DHBA -2n.d

626.9696

| ‘ 718.8872

914.1539

200 300 400 500

600 8
Counts v=. Mass-to-Charge (m/z)

700 900 1000 1100

Sekil 9.: 2,3-DHBA’nin 48 saat i¢in belirlenen ICs, derisiminin uygulandigi PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Negatif iyon modu spektrumu (n=6)

Lipidler Icin Cok Degiskenli Istatistik Analizler

ESI-MS analizi sonucunda elde edilen veriler, deneysel
kisimda verilen parametreler kullanilarak MetaboAnalyst 3.0
(http://

www.lipidmaps.org/ ) veri tabanlar1 yardimiyla analiz edildi.

(http://www.metaboanalyst.ca/ ) ve Lipid Maps

MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/ ) programi
ile oncelikle ¢alisilan gruplar arasinda fark olup olmadigi,
Sekil 6 ve Sekil 8’deki kromotogramlardan elde edilen excel
verilerine Temel bilesen analizi (PCA) (Sekil 10 a, Sekil 11 a).
ve Kismi En Kiiciik Kareler Diskriminant Analizi (PLS-DA)
gibi cok degiskenli analizler yapilarak belirlendi (Sekil 10 b,
Sekil 11 b). t-testi uygulanarak gruplar arasinda farkli olan
lipid tiirlerin ayrim: sagland1 (Sekil 10 ¢, Sekil 11 c).
Degiskenlik kat esigi 1.5 ve p-degeri 0.05 alinarak, gruplar
arasinda farkli olan lipid tiirlerinden (t-testi ile saptanan) bu

degiskenlik oranina sahip lipidler belirlendi (kat degisimi,

Tablo 1: 2,3-DHBA’nin 48 saat igin belirlenen ICsy derisiminin uygu-
landig1 PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Pozitif iyon modu Lipid profil
degigimi®

Sekil 10 d, Sekil 11 d). t-testi ile kat degisimi grafiklerinin
logaritmasi birlestirilerek gruplar arasinda degisen lipid tiirle-
rinin kiitle/yiik (m/z) oranlarini sayisal olarak veren Volcano
Plot grafigi (Sekil 10 e, Sekil 11 e) elde edildi.

Volcano plot grafiginden elde edilen m/z degerleri
Lipid Maps programu ile analiz edilerek, bu m/z degerlerine
kargilik gelen lipid tiirlerinin MS-MS dogrulanmas1 yapilarak
yapilar1 ve simiflar1 belirlendi (Tablo 1, Tablo 2). Yapilan ana-
lizler sonucunda 2,3-DHBA uygulamasmm PC-3 prostat kan-
ser hiicre lipid tiirlerinde Pozitif iyon modunda yag asitleri (%
12,8), gliserolipid (%19,0), gliserofosfolipid (%13,9), sterol
lipidler (%26,7), prenol lipidler (%3,6) ve poliketit lipid (%
24 4) tiirlerinde degisimlere yol agarken, negatif iyon modunda
ise yag asitleri (%95,2), gliserolipid (%0,53), prenol lipidler
(%2,67) ve poliketit lipid (%1,6) tiirlerinde degisimlere neden
olmustur (Tablo 1, Tablo 2).

Tablo 2. 2,3-DHBA’nin 48 saat i¢in belirlenen ICs, derisiminin uygu-
landig1 PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Negatif iyon modu Lipid profil
degisimi®

LIPID SINIFI DEGISEN LIPID SAYISI® % LIPID SINIFI DEGISEN LIPID SAYISI® %
Yag asitleri 67 12,76 Yag asitleri 356 95,19
Gl%serohpldle‘r - 100 19,05 Gliserolipidier ) 0.53
Gliserofosfolipidler 73 13,90

Sterol Lipidler 140 26,67 Prenol Lipidler 10 2,67
Prenol Lipidler 19 3,62 Poliketitler 6 1,60
Poliketitler 128 24,38

*Volcano plot analizi ile; 48 saat siiresince 2,3-DHBA uygulanan ve uygu-
lama yapilmayan PC-3 hiicrelerinin karsilagtirilmasiyla anlamli olarak
degisen m/z degerlerinin (p < 0.05) karsilastirilmasi

®Anlamli olark degisen lipid tiirlerinin m/z degerlerinin Lipid Maps tara-
mas ile dogrulanmasi

*Volcano plot analizi ile; 48 saat siiresince 2,3-DHBA uygulanan ve
uygulama yapilmayan PC-3 hiicrelerinin karsilastirilmasiyla anlaml
olarak degisen m/z degerlerinin (p < 0.05) karsilastirilmasi

®Anlamli olark degisen lipid tiirlerinin m/z degerlerinin Lipid Maps
taramasi ile dogrulanmasi
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Sekil 10. PC-3 prostat kanser hiicreleri ve 2,3-DHBA’nin 48 saat i¢gin belirlenen ICs, derisiminin uygulandigi PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Pozitif
iyon modu (a) Temel bilesen analizi (2D-PCA) ve (b) Kismi En Kiigiik Kareler Diskriminant Analizi (2D-PLS-DA) (¢) t-testi ve (d) Kat degisim (Fold
change, FC), (e) Volcano Plot (VC) grafikleri
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Sekil 11. PC-3 prostat kanser hiicreleri ve 2,3-DHBA’nin 48 saat igin belirlenen ICsy derisiminin uygulandigi1 PC-3 prostat kanser hiicrelerinin Negatif
iyon modu (a) Temel bilesen analizi (2D-PCA) ve (b) Kismi En Kiiciik Kareler Diskriminant Analizi (2D-PLS-DA) (c¢) t-testi ve (d) Kat degisim (Fold
change, FC), () Volcano Plot (VC) grafikleri



SONUC

Yiyeceklerde dogal olarak bulunan bir fenolik asit tiirii olan
2,3-DHBA’nin PC-3 insan prostat kanser hiicreleri iizerine
antikanser aktivite gosterdigi ve bu etkinin doz ve zaman
bagimli olarak arttig1 saptandi. Ayrica DAPI boyamas: ile,
kromatin yogunlagmasi ve niikleer fragmentasyona gibi apop-
totik &zelliklerin zaman bagimli olarak artis gosterdigi belirlen-
di. Hedeflenmemis lipidomik yaklasim kullanilarak 2,3-DHBA
uygulamasinin, PC-3 insan prostat kanser hiicre lipid profili
lizerine etkisi arastirilmigtir. Yapilan analizler sonucunda
2,3-DHBA uygulamasimnin PC-3 prostat kanser hiicre lipid
tiirlerinde yag asitleri, gliserolipid, gliserofosfolipid, sterol
lipidler, prenol lipidler ve poliketit lipid tiirlerinde degisimlere
neden oldugu gozlendi. Uygulama sonucunda degisen lipid
tiirlerinin tanimlanmasi, kanserdeki lipid profil degisikliklerin
arastirilmasi i¢in yeni araglar olabilmekte, yeni biyobelirtegler
ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesi i¢in bir temel
saglayabilmektedir. Yaptigimiz ¢alisma; 2,3-DHBA uygula-
mas1 sonucunda gozlenen antikanser aktivite ile degisen lipid
tiirlerinden yola ¢ikilarak yapilacak olan, hedefli lipidomik
caligmalarin yanisira, proteomik ve genomik c¢alismalara da
temel olusturarak, 2,3-DHBA uygulamasina bagli olarak
prostat kanseri tedavisinde lipidomik temelli tedavi stratejilerin

gelistirilmesine yonelik ¢aliymalarda yol gdsterici olacaktir.
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