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Zeytinyag tiretimi sirasinda olusan yan tirlinlerden zeytin karasuyunun zengin fenolik igerigi ve buna bagli olarak antioksidan, antit-
rombotik, antiinflamasyon, hipokolesterolemik, antimikrobiyal, antiviral ve antikanserojenik aktiviteleri bilimsel ¢aligmalarla ortaya
konmustur. Zeytin karasuyunun temel bilesenlerinden biri 3,4-dihidroksifenil etanol (3,4-DHPEA)’diir. 3,4-DHPEA "nin bir¢ok kan-
ser tipi lizerinde antikanserojenik etkileri arastirilmasina ragmen prostat kanseri tizerindeki etkilerini irdeleyen ¢alismalar literatiirde
sinirl sayidadir. Bu amagla ¢alismamizda, 3,4-DHPEA’nimn orijin, genetik yap1 ve karakteristik 6zellikler bakimindan farkli 5 insan
prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki benzer ve farkl: sitotoksik etkileri arastirilmistir. 3,4-DHPEA farkli konsantrasyonlarda pros-
tat kanseri hiicre hatlar1 (LNCaP, C4-2, 22Rv1, PC3 ve DU-145) iizerinde 72 saate kadar uygulandi ve hiicre canliliklari Cell Titer-
Glo luminesan testi uygulanarak belirlendi. Tiim deneyler 3 paralel yapildi ve 3 kere tekrarlandi. Sonuglar varyans analizi (ANOVA)
ile karsilastirildi ve %5’den diisiik olasiliklar (P<0.05) anlaml1 olarak degerlendirildi. 3,4-DHPEA, kullanilan tiim hiicre hatlar1 tize-
rinde zamana ve doza bagli sitotoksisite gostermistir. En hassas hiicre hattinin 72 saatlik IC50=25.64 pg/mL degeriyle LNCaP ve en
az hassas hiicre hattinin ise 72 saatlik IC50=58.81 pg/mL degeriyle PC3 oldugu tespit edildi. LNCaP popiilasyonunun 48 saat 75
ug/mL 3,4-DHPEA muamelesi sonunda tamamina yakinimin 6ldiigii goriilmiistiir. Prostat dokusundan gelisen farkli kanser hiicre
hatlarinin 3,4-DHPEA’ya kars1 farkli derecelerde hassasiyet gostermeleri hiicrelerin farkli orijin, farkli genetik yapi1 (bazi hiicrelerin
fosfataz ve tensin homolog (PTEN) gen mutasyonuna sahip olmasi gibi) ve farkl karakteristik 6zelliklere (kullanilan hiicre hatlarinin
bazilarinin androjene bagimli bazilarinin androjenden bagimsiz olmast gibi) sahip olmasi sebebiyle oldugu diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, 3,4-DHPEA, Sitotoksisite, Zeytin karasuyu
ABSTRACT

CYTOTOXIC EFFECTS OF 3,4-DIHYDROXYPHENYL ETHANOL, AN OLIVE MILL
WASTE WATER PHENOLIC, ON DIFFERENT PROSTATE CANCER CELL LINES

The rich phenolic content of olive mill waste water obtained as by-product during olive oil production and its antioxidant, antithrom-
botic, anti-inflammatory, hypocholesterolemic, antimicrobial, antiviral, and anticancerogenic activities have been revealed by scien-
tific studies. One of the main components of olive oil is 3,4-dihydroxyphenyl ethanol (3,4-DHPEA). Although the effect of 3,4-
DHPEA was studied on many types of cancer, studies on prostate cancer are limited in the literature. For this purpose, similar and
different cytotoxic effects of 3,4-DHPEA on 5 human prostate cancer cell lines differing in origin, genetic structure, and characteristic
features were investigated. The 3,4-DHPEA was applied on prostate cancer cell lines (LNCaP, C4-2, 22Rv1, PC3, and DU-145) at
different concentrations for up to 72 hours and cell viabilities were measured by the Cell Titer-Glo luminescence assay. All experi-
ments were performed in 3 parallel and repeated 3 times. Results were compared with analysis of variance (ANOVA) and the prob-
abilities less than 5% (P<0.05) were evaluated as significant. The 3,4-DHPEA showed time- and dose-dependent cytotoxicity on all
cell lines used. The most sensitive cell line was LNCaP with 72 hr IC50=25.64 pg/mL value and the least sensitive cell line was PC3
with 72 hr IC50=58.81 pg/mL value. Nearly entire LNCaP population was found to be dead after 75 pg/mL of 3,4-DHPEA treatment
for 48 h. The fact that different cancer cell lines developed from prostate tissue show different degrees of sensitivity to 3,4-DHPEA
could be due to the different origins, different genetic structures (e.g. some cells have phosphatase and tensin homolog (PTEN) gene
mutation), and different characteristic features (e.g. some of the cell lines used were androgen-dependent and the others are androgen-
independent).

Keywords: Prostate cancer, 3,4-DHPEA, Cytotoxicity, Olive mill waste water
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Giris

Prostat kanseri, erkek iireme sisteminin onemli bir iiyesi
olan prostatta goriilen malign degisikliklerdendir ve ileri yas
erkeklerde en sik rastlanilan kanserlerden birisidir. Prostat
kanseri, erkeklerde en fazla tani konulan neoplazm olup
ABD’de kansere baglh mortalitede ikinci sirada yer almak-
tadir. Avrupa’da her yi1l tahmini 2,6 milyon yeni olguya kan-
ser tanist konmaktadir. Erkeklerde goriilen kanserlerin
%11’ini prostat kanseri olugturmakta ve erkekler arasindaki
tiim kanser 6liimlerinin %9 unun sebebi olmaktadir (Bono,
2004; Siegel vd., 2016). Kemoterapi ve radyoterapi, prostat
kanser tedavisinde uygulanan en yaygin ve etkili ydontemler-
dir (Cansino Alcaide ve Martinez-Pifieiro, 2006; Zhou vd.,
2016). Ancak bu tedavilerin yiiksek maliyetli olusu, hastay1
ve lilke ekonomisini olumsuz etkilemeleri sebebiyle yeni
ulusal kaynakli sitotoksik etkisi yiiksek bilesiklerin aragtiril-
masina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Zeytinin, yaga islenmesi sonucunda elde edilen zeytin kara-
suyunun 30°dan fazla fenolik bilesik i¢erdigi bildirilmekle
birlikte bu bilesikler genel olarak fenolik asitler (3,4-
DHPEA, 3,4-Dihidroksifenil asetik asit, p-Dihidroksifenil
asetik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit) fenolik
alkoller, flavonoidler, sekoiridoidler ve lignanlar olarak
gruplandirilir.  Zeytin karasuyunun temel bileseni 3,4-
DHPEA’dir (Artajo vd., 2006).

Zeytin karasuyu ve zeytin yapraginin yapisinda bulunan fe-
nolik bilesenlerin antibakteriyel, antiviral, antifungal ve si-
totoksik etkileri yapilan in vitro ¢aligmalarla ortaya konul-
mustur (Capasso vd., 1995; Soler-Rivas vd., 2000; Sousa
vd., 2006). Birgok arastiric1 tarafindan antimikrobiyal ak-
tivite gosteren bilesikler 3,4-DHPEA, oleuropein, 4-hi-
droksibenzoik asit, vanilik asit ve p-kumarik asit olarak bild-
irilmistir. Nitekim 3,4-DHPEA ’nin solunum ve bagirsak en-
feksiyonlarina neden olan Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi etkili oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya
konmustur (Ibarra ve Sniderman, 2008). Bouaziz ve ark.
tarafindan Tunus bolgesinde yetisen zeytin tiirlerinde
bulunan saf flavonoidler ve diisiik molekiil agirlikli fenoller
serbest radikal siiplirme aktiviteleri bakimindan kendi ara-
larinda ve biitilhidroksitoluen (BHT) ile karsilastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gére, BHT ye gore en yliksek anti-
oksidan aktiviteyi 3,4-DHPEA’nin daha sonra kafeik asitin
ve kersetinin gosterdigi bildirilmistir (Bouaziz vd., 2005).
Bir bagka calismada 3,4-DHPEA’nin ve oleuropein’in
oksidasyona karst BHT ve E vitamininden ¢ok daha etkili
oldugu saptanmistir (Aruoma vd., 1998). 3,4-DHPEA ve
kafeik asitin ortho grubunda iki hidroksil grubunun bulun-
mast yiiksek antioksidan aktivite gostermelerine, tirosol, p-
kumarik asit ve p-hidroksifenil asetik asitin ise tek hidroksil
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grubu icermeleri nedeni ile diisiik antioksidan aktivite
gostermelerine neden oldugu seklinde bir agiklama
yapilmigtir (Fki vd., 2005). Yapilan c¢aligmalarda 3,4-
DHPEA’nin hem apoptoz aktivitesini hem de siiperoksit
dretimini arttirarak anti kanserojenik etkileri olabilecegi,
yine 3,4-DHPEA’nin H,O: ile olusturulan DNA hasar1 den-
eylerinde DNA hasarimi diisiirerek hiicreleri koruyucu etkisi
oldugu saptanmistir (Luo vd., 2013; Rosigmoli vd., 2016;
Fabiani vd., 2012).

3,4-DHPEA’nin kolon, meme ve hepatoseliiler karsinoma-
larda sitotoksik etkilerinin saptanmasina ragmen prostat
kanserindeki etkileri ¢ok bilinmemektedir. Insan prostat,
meme, kikirdak hiicreleri ve monositler {izerinde yapilan ¢a-
ligmalarda 3,4-DHPEA’nin DNA oksidasyonunu onleyici
etkileri oldugu bildirilmistir (Facchini vd., 2014; Quiles vd.,
2002; Warleta vd., 2011). 2017 yilinda 3,4-DHPEA’nin
LNCaP ve C4-2 prostat kanser hiicrelerine kars antiprolife-
ratif etki gOstermesine karsin normal prostat epitel hiicre
hatlarinin (RWPE1 ve PWLE2) biiyiimelerine karsi her-
hangi bir negatif etki gdstermedigi rapor edilmistir (Zubair
vd., 2017). PC3, DU-145, LNCaP insan prostat kanseri
hiicre hatlarinin 3,4-DHPEA ile muamele edildigi kisitl ¢a-
lismalarda, 3,4-DHPEA’nin hem apoptoz aktivitesini hem
de siiperoksit iiretimini arttirarak anti kanserojenik etkileri
olabilecegi lizerinde durmuslardir (Luo vd., 2013; Rosignoli
vd., 2016). Orenay-Boyacioglu oksidatif strese karsi 3,4-
DHPEA’nin prostat hiicre hatlarinda PTEN statiisiine gore
sitotoksik etkilerini arastirdigi ¢alismada wild tip PTEN
iceren 22Rv1’in 3,4-DHPEA'ya kars1 en biiyiik duyarliligt
gosterdigini rapor etmistir (Orenay Boyacioglu, 2018). Ki-
sith ¢alismalarla sitotoksik etkisi gdsterilen zeytin karasuyu
bilesigi 3,4-DHPEA’nin farkli prostat kanseri hiicre hatla-
rinda sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaclanarak, hem
literatiirdeki kisitli galigmalara katkida bulunmak hem de
zeytin karasuyu fenoliklerinin saglik alaninda yararli kulla-
nimlarinin arttirilmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Metot
Prostat Hiicre Hatlarimin Uretilmesi

Prostat kanseri hiicre hatlar1 Prof. Dr. William H. Gmei-
ner’den (Wake Forest Uni., ABD) tedarik edilmistir. Bes
farkli insan prostat kanseri hiicre hatti (LNCaP, C4-2,
22Rvl1, PC3 ve DU-145) %10 fotal sigir serumu (FBS)
(Lonza, Allendale, NJ, ABD) igeren RPMI-1640 (Lonza)
besiyerinde 37°C’de, %5 CO; ve %89 nemli inkiibatorde
kiiltiire edilerek, %80-85 yogunluga ulastiklarinda pasaj-
land1. Klonal seleksiyonu en az seviyede tutmak igi ¢aligma-
larda 5-20. pasajlar arasindaki hiicreler kullanildi.


https://doi.org/10.3153/FH19010

Food and Health, 5(2), 95-100 (2019)

3,4-DHPEA Muamelesi

3,4-DHPEA’nin (Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, ABD)
son seyreltmesi test kuyucuklarinda %1 etanol icerecek se-
kilde RPMI-1640 i¢inde hazirlandi. Toplam 10* hiicre/kuyu
96 kuyucuklu plakaya inokiile edildi. Ertesi giin 0, 10, 25,
50 ve 75 pug/mL konsantrasyonlarda filtre ile sterilize edil-
mis 3,4-DHPEA eklendi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi.

Cell Titer-Glo Luminesan Testi

Muameleden sonra hiicre canlilig1 Cell Titre-Glo® Lumine-
san testi (Promega, Madison, WI, ABD) kullanilarak {iretici
firmanin talimatlarina uygun olarak yapildi. Canli hiicre sa-
yisinin dolayli belirteci olan luminesan, LMAXII 384 mik-
roplaka okuyucu (Molecular Devices, Toronto, ON, Ka-
nada) ile ol¢iildii.

IC50 Degerlerinin Hesaplanmasi

Test edilen 3,4-DHPEA dozlar1 ile 72 saat sonunda gozlem-
lenen 6liim oranlar1 kullanilarak her hiicre hatti i¢in olustu-
rulan dagilim (scatter plot) grafikleri {izerinde polinom reg-
resyon egri denklemleri hesaplanmistir. Denklem tizerinden
hiicrelerin %50’sinin proliferasyonunu inhibe eden 3,4-
DHPEA IC50 dozu hesaplanmustir. 24 ve 48 saat muamele
sonunda PC3 ve DU-145 hiicre hatlarinda minimum %50
biliylime inhibisyonu gézlemlenmediginden ve en yiiksek
doz olan 75 pg/mL’nin {izerinde bir deger bildirmekten ka-
¢mildigi igin 24 ve 48 saat muameleler igin IC50 degerleri
hesaplanmamustir.

Istatistiksel Analizler

Bu caligmada tiim deneyler 3 paralel yapildi ve 3 kere tek-
rarlandi. Sonuglar varyans analizi (ANOVA) ile karsilasti-
rild1 ve %5’den diisiik olasiliklar (P<0.05) anlamli olarak
degerlendirildi.

Bulgular ve Tartisma

3,4-DHPEA, test edilen tiim prostat kanser hiicre hatlar
iizerinde zamana ve doza bagli olarak sitotoksik etki goster-
mistir (Sekil 1). Test edilen tiim uygulama siirelerinde 3,4-
DHPEA’nin en fazla sitotoksik etkisi LNCaP hiicre hattinda
ve en az sitotoksik etkisinin PC3 hiicre hattinda oldugu goz-
lenmistir (Sekil 1). 72 saat 3,4-DHPEA ile muamele sonug-
larma gore hiicre hatlarinin IC50 degerleri su sekilde hesap-
lanmustir: LNCaP 25.64 ug/mL, C4-2 30.53 pg/mL, 22Rv1
44.39 pg/mL, PC3 58.81 ug/mL ve DU-145 52.80 pg/mL.
LNCaP popiilasyonunun 48 ve 72 saatlik 75 ug/mL 3,4-
DHPEA muamelesi sonunda tamamina yakininin 6ldiigii
gorlilmistiir (Sekil 1B, 1C). Tim hiicre hatlarinda 3,4-
DHPEA’nimm uygulama siiresi ve elde edilen 6liim oranlari
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arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0.05).

Bu ¢alismada, bes farkli insan prostat kanseri hiicre hattinda
zeytin karasuyu ana fenolik bilesigi olan 3,4-DHPEA ’nin si-
totoksik etkisi arastirildi. Hiicre hatlar1 {izerinde gozlemle-
nen farkli seviyedeki sitotoksik etkilerin, hiicrelerin farkli
orijin, farkli genetik yapi1 (baz1 hiicrelerin PTEN (fosfataz ve
tensin homolog) gen mutasyonuna sahip olmasi gibi) ve
farkli karakteristik 6zelliklere (kullanilan hiicre hatlarinin
bazilarinin androjene duyarli bazilarinin androjene duyarsiz
olmasi gibi) sahip olmasi sebebiyle oldugu diistinilm{istiir.
3,4-DHPEA’nin kolon, meme ve hepatoseliiler karsinoma-
larda anti kanserojenik etkileri saptanmasina ragmen prostat
kanserindeki etkileri sinirli miktarda bilinmektedir. Fabiani
vd. (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada insan periferik kan mo-
noniikleer hiicrelerinde (PBMC) ve promiyelositik 16semi
hiicrelerinde (HL60) hidrojen peroksit (H»0») ile olusturu-
lan DNA hasarinda 3,4-DHPEA’nin etkisini 6lgmiislerdir.
3,4-DHPEA’ni ortamda H,O, (40 uM) ile birlikte uygulan-
diginda 1 uM gibi diisiik konsantrasyonlarda DNA hasarini
diistirdiigii, 10 pM da ise HL60’da %93 ve PBMC’de %89
koruma sagladigi bulunmustur. Arastirmacilar deneylerinde
diger piirifiye bilesikleri de ayni hiicre hatlarinda denedikle-
rinde p-HPEA’nin oksidatif DNA hasar1 6nlemede 3,4-
DHPEA’ya gore daha etkin oldugunu gostermislerdir
(Fabiani vd., 2008). Sepporta vd. (2013) 3,4-DHPEA’dan
derive tioasetat ve disiilfit bilesiklerini HL60 ve multi-drug
resistant HLO60R hiicre hatlarinda denemisler ve disiilfit bi-
lesiklerinin HL60 ve HL60R hiicrelerinde pro-apoptotik ve
anti-proliferatif etkilerinin en fazla oldugunu gostermisler-
dir (Sepporta vd., 2013). Fabiani vd.’nin bir diger ¢aligma-
sinda 3,4-DHPEA’nin HL60, HT-29 ve HT-29 kolon 19
hiicreleri tizerinde hiicre dongiisiiniin G1 fazinda duraklata-
rak ve apoptoza sevk ederek etkisi oldugunu ileri stirmiisler-
dir (Fabiani vd., 2002). Prostat kanseri hiicre hatlar1 ile ya-
pilan ¢aligmalarda, Zubair vd. 3,4-DHPEA’nin bizim ¢alis-
mamiza benzer sekilde LNCaP ve C4-2 prostat kanser hiic-
relerine kars1 antiproliferatif etki gosterdigini bildirmisler-
dir. Ancak normal prostat epitel hiicre hatlarinin (RWPE1
ve PWLE2) biiylimelerine karsit herhangi bir negatif etki
gostermedigini rapor etmislerdir (Zubair vd., 2017). PC3,
DU-145, LNCaP insan prostat kanseri hiicre hatlarinin 3,4-
DHPEA ile muamele edildigi kisith g¢aligmalarda, 3,4-
DHPEA’nin anti kanserojenik etkileri olabilecegi iizerinde
durulmustur (Luo vd., 2013; Rosignoli vd., 2016). Luo vd.,
PC3, DU-145 hiicre hatlar1 ve kontrol olarak malign olma-
yan prostat epitel hiicrelerini 3,4-DHPEA ile muamele ede-
rek, 2 grubun karsilastirilmasi sonucu 3,4-DHPEA’nin hem
apoptotik aktivitesini hem de siiperoksit {iretimini arttirarak
anti kanserojenik etkileri olabilecegini bildirmislerdir (Luo
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vd., 2013). Rosignoli vd., PBMC, meme (MDA ve MCF-7),
prostat (LNCaP ve PC3) ve kolon (SW480 ve HCT116)
hiicre hatlar1 iizerinde yaptiklar 3,4-DHPEA muamelesi so-
nucu 3,4-DHPEA’nin H>O;’nin indiikledigi oksidatif DNA
hasarmi kaldirdigi, kanserin baslangi¢ ve ilerlemesi agsama-
larinda &nleyici bir kimyasal ajan olabilecegi sonucuna var-
miglardir (Rosignoli vd., 2016). Fabiani vd., 3,4-
DHPEA’nin meme (MDA ve MCF-7), prostat (LNCaP ve
PC3) ve kolon (SW480 ve HCT116) kanser hiicre hatlari
iizerindeki kimyasal 6nleyici etkinliklerinde H,O» nin oyna-
dig1 rolii acikliga kavusturmak i¢in yaptiklar arastirmada,
3,4-DHPEA’nin H,O;’yi indiikleme kabiliyetinin piruvat ta-
rafindan tamamen engellendigi ve hiicrelerin H>O, biriki-
mini (katalaz veya piruvatin kiiltiir ortamina ilavesi) destek-
lemeyen kosullara maruz birakilmasinin anti-proliferatif et-
kiyi inhibe ettigini gostermislerdir (Fabiani vd., 2012). Bi-
zim ¢aligmamizda da Luo vd., Rosignoli vd. Ve Fabiani
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vd.’nin sonuglarini destekler sekilde, 3,4-DHPEA’nin PC3,
DU-145 ve LNCaP hiicre hatlari {izerindeki sitotoksik etkisi
saptanmistir. Ancak ¢alismamizda H>O, nin indiikledigi bir
DNA hasar olusturulmamistir ve 3,-DHPEA’nin antiapop-
totik etkisi arastirilmamustir. Orenay-Boyacioglu oksidatif
strese kars1 3,4-DHPEA nin prostat hiicre hatlarinda PTEN
mutasyonu statiisiine gore sitotoksik etkilerini arastirdigi ¢a-
lismada, wild tip PTEN igeren 22Rv1’in 3,4-DHPEA'ya
kars1 en biiyiik duyarliligi gosterdigini ve bizim ¢aligmamiza
benzer sekilde PC3’iin en az duyarlilik gosterdigi rapor et-
mistir (Orenay-Boyacioglu, 2018). Bizim ¢alismamizda en
fazla duyarlilik bu ¢alismanin tersine LNCaP ve C4-2 hiicre
hatlarinda  saptanmustir. Bu farklilik  Orenay-Boyaci-
oglu’nun ¢aligmasinda oksidatif stres olusturan bir ajanin
kullanilmas1 ve PTEN mutasyonlarinin géz oniinde bulun-
durulmasindan kaynaklandig: diiginiilmektedir.
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Sonuc¢

Bu ¢alismada 3,4-DHPEA, kullanilan tiim prostat hiicre hat-
lar1 iizerinde zamana ve doza bagl sitotoksisite gostermistir.
Calismamizda 3,4-DHPEA’nin LNCaP ve C4-2 hiicreleri
iizerinde diger prostat kanser hiicre hatlarma gore daha fazla
sitotoksisite gosterdigi dikkat ¢ekmistir. PC3 hiicre hattinin
3,4-DHPEA’ya kars1 en az hassas oldugu tespit edilmistir.
LNCaP popiilasyonunun 48 saat 75 pg/mL 3,4-DHPEA mu-
amelesi sonunda tamamina yakimimnin o6ldiigi gorilirken
PC3 hiicrelerinin ayni siire ve doz karsisinda sadece %40°1
Olmiistiir. Prostat dokusundan gelisen farkli kanser hiicre
hatlarinin 3,4-DHPEA ’ya kars1 farkli derecelerde hassasiyet
gostermeleri hiicrelerin farkli karakteristik 6zelliklere sahip
olduklarinmi diisiindiirmektedir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar bu yazi i¢in gercek, potansiyel veya
algilanan ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan etmislerdir.

Tesekkiir: Yazar katkilarindan dolay1 Prof. Dr. William H. Gme-
iner’e tesekkiir eder.
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