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ARASTIRMA

insan Over ve Prostat Kanseri Hiicre Canlihigi Uzerine N-(p-
amylcinnamoyl) Antranilik Asit’in (ACA) Etkilerinin
Arastiriimasi’

Amag: Prostat ve over kanserleri Turkiye'de en sik gézlenen kanser turleri arasinda yer almaktadir.
N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit (ACA) hem Transient Receptor Potential Melastatin-2 (TRPM2)
kanallarinin hem de Fosfolipaz Ay ’nin (PLA;) inbitéridur. Son yillarda yapilan ¢alismalar TRPM2
kanallari ve PLA;’nin kanser ile iligkili oldugunu rapor etmistir. Bu ¢alismanin amaci insan over
(A2780) ve prostat (PC-3 ve LNCaP) kanser hucrelerinde ACA'nin anti-kanser mekanizmasini
arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Calismada A2780, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlari kullanildi. Tim hucre hatlan
ACA’nin 1 uM, 5 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM’lik konsantrasyonlari ile 24 saat streyle inklibe
edildi. Hicre canliiginda meydana gelen degisiklikler 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid (MTT) yoéntemiyle incelendi. MTT deney sonuglarina gére inhibe edici logaritmik
konsantrasyon 50 (LogICso) degerleri hesaplandi.

Bulgular: 24 saat slreyle ACA ile inkiube edilen kanser huicrelerinin (A2780, PC-3 ve LNCaP)
canliliklarinda énemli azalmalar oldugu gérildu (P<0.05). ACA’nin kultir ortamina eklenen tim
konsantrasyonlarinin A2780 hiicre canlihginda azalmaya neden oldugu (P<0.05), PC-3 ve LNCaP
hucrelerinde ise ACA’nin 1 uM hari¢ tim konsantrasyonlarinin 24 saat sireyle hiicre canliligini
azalttigi tespit edildi (P<0.05). Ayrica LogICso degerlerine bakildiginda ACA'nin daha dusik
konsantrasyonda en glg¢li sitotoksik aktiviteye LNCaP hucreleri izerinde gosterdigi belirlendi.

Sonug: ACA’nin A2780, PC-3 ve LNCaP hicreleri tzerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gorildi. Bu durum ACA’nin antitimor 6zellige sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit (ACA), transient receptor potential melastatin-2 (TRPM2)
kanallari, fosfolipaz A2, kanser

Investigation of the Effects of N- (p-amylcinnamoyl) Anthranilic Acid (ACA) on
Human Over and Prostate Cancer Cell Viability

Objective: Prostate and ovarian cancers are among the most common types of cancer in Turkey.
N- (p-amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA) is an inhibitor of both transient receptor potential
melastatin-2 (TRPM2) channels and phospholipase A2 (PLA;). Recent studies have reported that
TRPM2 channels and PLA2 are associated with cancer. The aim of the study is to investigate anti-
cancer mechanism of ACA in ovarian (A2780) and prostate (PC-3 and LNCaP) cancer cells.

Materials and Methods: A2780, PC-3 and LNCaP cell lines were used in the study. All cell lines
were incubated with ACA at concentrations of 1 pM, 5 yM, 25 pM, 50 uM and 100 pM for 24 h.
Changes in cell viability were examined by 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) method. The inhibitory logarithmic concentration 50 (LoglC50) values were
calculated according to MTT assay results.

Results: There was a significant decrease in survival of cancer cells (A2780, PC-3 and LNCaP)
incubated with ACA for 24 hours (P<0.05). All concentrations of ACA added to the culture medium
caused a decrease in A2780 cell viability (P<0.05), In PC-3 and LNCaP cells, all concentrations of
ACA except 1 uyM were found to reduce cell viability for 24 hours (P<0.05). Furthermore, when
LogIC50 values were examined, it was determined that ACA showed the strongest cytotoxic
activity on LNCaP cells at lower concentration.

Conclusion: ACA was found to have cytotoxic activity on the A2780, PC-3 and LNCaP cells.
These findings suggest that ACA has antitumor properties.

Key words: N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit (ACA), transient receptor potential melastatin-2 (TRPM2)
channels, phospholipase A2, cancer

Giris

Kanser dokularda kontrolsiiz ve dizensiz hlcre ¢ogalmasi olarak
tanimlanmaktadir (1). Diinyada gittikge sayisi artan Onemli bir saglik problemidir.
Kanser hastaligi Diunyada 6lim nedenleri arasinda ilk sirada yer alirken, Tirkiye'de
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik gériilen 6lim nedenidir (2). Ulkemizde
kadinlarda en sik gorllen kanser turleri arasinda over kanseri 7. sirada iken erkeklerde
en c¢ok goérilen 2. kanser tirl prostat kanseridir (3).

* Joint Meeting of The Federation of European Physiological Societies Congress, 13-15 September
2017, Vienna/AUSTRIA
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N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit (ACA) hem
Transient Receptor Potential Melastatin-2 (TRPM2)
hem de Fosfolipaz A, (PLAy) inbitérudir (4, 5).
Transient Receptor Potential (TRP) kanal ailesinin bir
Uyesi olan Transient Receptor Potential Melastatin
(TRPM) kanallari, hucre proliferasyonu ve hayatta
kalimi ile ilgili ©nemli rollere sahiptir (6). TRPM
kanallarinin 8 uyesinden biri olan TRPM2 kanallari
kalsiyum (Ca™) gegirgen non-selektif katyon kanalidir.
Adenozin difosfat riboz (ADPR) ve oksidatif stresle
aktive edilir. Kanalin oksidatif stresle aktive olmasiyla
hiicre ici Ca"" seviyesi diizenlenir. Ayni zamanda bu
durumun hiicre hasariyla iligkili oldugu
disUnilmektedir (7). TRP stperailesinin birgok patoloji
icin tedaviye ydnelik potansiyeli glin gegctikge ortaya
cikmaktadir. Yakin zamanda yapilan galismalarda TRP
kanallarinin gesitli insan kanser tipleri ile ilgili énemli
rolleri oldugu gosterilmigtir (8-10). TRPM2 kanal

ekspresyonunun bazi  kanser tlrlerinde arttigi
gOsterilmigtir (11).
PLA2nin inflamasyon, hicre 6limu, hicre

bliyimesi, hiicre sinyali ve membran fosfolipitlerinin
onarilmasi gibi ¢ok sayida fonksiyonu vardir (12).
Cesitli galismalarda insanlarda gorilen kanser
tirlerinde PLA; ekspresyonunun arttiyi gosterilmistir
(13, 14). PLA'nin farkh kanser tlrlerinde anjiogenez ve
timor blylmesi ile iligkili olduguna dair artan deliller
bulunmaktadir (15, 16). PLA; inhibisyonunun ise farkli
hayvan modellerinde tumor gelisimini ve blylimesini
azalttigi gosterilmistir (17-20).

Bu calisma in vitro olarak TRPM2 ve PLA;
inbitéri ACA'nin insan over (A2780) ve prostat kanseri
(PC-3 ve LNCaP) hiicre canhligi Uzerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla yapildi.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kaultiirleri: Arastirma, inéni Universitesi
Tip Fakdltesi Fizyoloji Anabilim Dali  Molekuler
Arastirmalar Laboratuvarinda gerceklestirildi.
Deneylerde hiicre tipi olarak, insan Over Kanser Hiicre
serisi  (A2780), Androjen Reseptér Bagimli insan
Prostat Kanser Hiicre serisi (LNCaP) ve Androjen
Reseptér Bagimsiz Insan Prostat Kanser Hiicre serisi
(PC-3) kullanildi. Tam hucreler 75 cm?  kiltar
flasklarinda, RPMI-1640 (Sigma, ABD) medyum
(icerisine %10 FBS, 100 U/mL penisilin ve 0.1 mg/mL
streptomisin ilave edilerek hazirlanan) ile beslendiler.
Karbondioksitli (%5 CO;) inkibatorde (Panasonic /
Japonya), 37 °C’de ve nemli ortamda tutulan hiicreler
konfluent  oldugunda, tripsin-EDTA  sollisyonu
kullanilarak flasklardan ayrildi ve 96 kuyucuklu plaklara
aktarilarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium
bromid (MTT) analizlerinde kullanildi.

ACA’'nin Hazirlanisi ve Kiiltiir Ortamina
Eklenmesi: ACA (Enzo Life Sciences, New York, USA)
Dimethilsulfioksit (DMSO) igerisinde ¢ozulerek 1, 5, 25
50 ve 100 pMhk konsantrasyonlar hazirland.
Hazirlanan ACA konsantrasyonlari ile ayni miktarlarda
¢ozici  DMSO  hicrelerin  icinde  bulundugu
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kuyucuklara ilave edildi ve CO; inklibatoriinde 24 saat
sureyle 37 °C’de inkubasyona birakildi.

MTT Assay: Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin
degerlendiriimesinde ¢ok yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT ydntemi ile
belirlendi. Bu yéntem, MTT boyasinin tetrazolium
halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu
yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe
olur ve reaksiyon mitokondriyal suksinat dehidrogenaz
tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda
¢6zinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu,
yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hicrelerde
gortlmektedir. Bu da hicre canlihginin bir belirteci
olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak
belirlenen deger, yasayan hicre sayisi ile iligkilendirilir
(21, 22). Steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT
solisyonundan, 0.5 mg/mL MTT calisma sollisyonu
hazirlandi ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi.
inkiibatérde 3 saat bekletildikten sonra plakalardaki
hicrelerin optik dansiteleri, ELISA cihazinda (Synergy
HTX, ABD) 550nm dalga boyunda okutuldu (23).
Kontrol kuyucuklari okutularak, elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli
hiicre olarak kabul edildi. DMSO ve ACA uygulanan
kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol
absorbans degerine oranlanarak ve yuzde canlilik
degerleri belirlendi. Elde edilen MTT assay sonuglarina
gore inhibe edici 50 (ICsp) ve logaritmik inhibe edici 50
(LoglCso) degeri bilgisayar ortaminda Graphpad prism
6 programi kullanilarak hesaplandi.

Bulgular

ACA’nin LNCaP hicre hatti Gzerindeki etkileri
Sekil 1'de gosterilmistir. Farkli  konsantrasyonda
uygulanan ACA’nin tum konsantrasyonlarinin (1 yM
harig) LNCaP hicre canhhgini azalttigi belirlendi
(P<0.05). ACA c¢o6ziicisi olan DMSO’nun tek basina
uygulandigi hicre grubunda ise canliigin kontrol
hiicrelerine gore hafif azaldi§i ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.

PC-3 hicrelerine uygulanan ACA'nin hicre
canhhgi Gzerinde meydana getirdigi etkileri Sekil 2’de
gosterilmigtir.  Yapilan istatistiksel analiz sonrasi
ACA’nin 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarinin
hiicre canlihginda azalmaya neden oldugu gérialdu ve
azalmanin  oOzellikle 25, 50 ve 100 pMhk
konsantrasyonlarda 5 pM uygulanan gruba gére daha
fazla oldugu belirlendi (P<0.05). DMSO ve 1 yM ACA
uygulanan gruplardaki hicrelerin canlihk degerleri
kontrol grubundaki hiicreler ile benzer orandaydi.

ACA’nin A2780 hicreleri Uzerinde meydana
getirdigi canlilk oranlari  Sekil 3'de gosterilmigtir.
ACA’nin ¢ozicisli olan DMSO hucre canliliginda
kontrol grubuna kiyasla o6nemli bir etki meydana
getirmez iken ACA’nin tim konsantrasyonlarinin hicre
canliigini azalttigi gorildid (P<0.05). 24 saat sire ile
uygulanan ACA’nin doz bagimli (5 ve 50 yM harig)
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gézlendi.
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24 saat sire ile ACA’nin, A2780, PC-3 ve LNCaP
hicrelerinin  canhlik oranlarinda meydana getirdigi
degisikliklere bagh olarak GraphPad 6 Prizm
programinda hesaplanan ACA’'nin LogICso ve ICsp
degderleri ayrica Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. ACA'nin LoglCso ve ICso dederleri

ACA LogICso (uM) ICso (MM)

LNCaP 0.57 3.74

PC-3 0.58 3.83

A2780 0.69 4.93
Tartisma

Organizmalarin hayatta kalabilmesi igin hlcrelerin
¢ogalmasi gerekmektedir. Normal kosullarda
organizmada hicre yenilenmesinin denge halinde
devam etmesi énem arz etmektedir. Bu denge cesitli
genler tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Bu
genlerin bazilarn hiicre g¢ogalmasini saglarken, bazi
genler ise asn hicre cogalmasini engelleyici etki
gOstermektedir. Bazen gevresel faktoérlere bagli olarak
bu genlerde gorilen c¢esitli degisiklikler, hucre
yenilenmesi déngisunun kontrolstz hicre
¢ogalmasina doénlismesine neden olmaktadir.
Hucrelerin kontrolsiiz biyume ve yayilma O6zelligine
sahip olmasi ile gelisen hastalida kanser adi verilir
(24).

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglk
problemidir ve toplumlarda énemli bir sosyo-ekonomik
yuke, bireylerde de maddi ve manevi kayip ve
zorluklara yol acgmaktadir. Yeni yayimlanan dinya
kanser istatistiklerine gore; 6lim nedenleri arasinda
kanser ilk sirada yer almaktadir (25). Dunyada 2012
yiinda 14 milyon yeni kanser vakasi, 8,2 milyon
kanserden Olum bildirilmistir. Gelecek 20 yilda yeni
vaka  beklentilerinin %70 civarinda  artacagdi
distndlmektedir (26). Tirkiyede, prostat kanseri
erkeklerde en ¢ok gorilen kanser tirleri arasinda 2.
Siradadir (%11.8). Over kanseri ise kadinlarda en gok
gorilen kanser tirleri arasinda 7. Siradadir (%3.9) (3).

GlUnimuzde kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin birgogu sitotoksiktir. Sitotoksik ilaglarin sadece
kanser hicrelerini degil, ayni zamanda normal vicut
hicrelerini de etkiledikleri bilinmektedir. Bundan dolayi
kanser tedavisinde umut veren baz ilaglarin viicuda
zararh etkileri de olmaktadir. Bu sebeble kanser
hlcrelerine yo6nelik daha spesifik yeni ajanlarin
tasarlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (27).

ACA ilk olarak l6kotrien C4 ve D4 antagonisti
olarak bronkokonstriksiyon etkisiyle taninmistir (28).
PLA; inhibisyonu gergeklestirdigi ortaya konan ACA’
nin; PLA; inhibitér aktivitesi yaninda daha sonra
pankreas adaciklarinda glikoz ile gergeklesen insiilin
salgisini inhibe ettigi gosterilmistir (29). Daha sonraki
ylllarda yapilan calismalarda ACA'nin TRPM2
kanallarini bloke ettigi gosterilmisti. ACA’nin etkisi
daha zayif olsa da ayni zamanda TRPC6 ve TRPM2
kanaliyla yakin iligkili olan TRPM8 kanalini inhibe ettigi
gOsterilmigtir (5).
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TRPM2 kanallari kalsiyum gegirgen non-selektif
katyon kanalidir. TRPM2 kanali, kanala bagh olarak
hicre iginde enzim bulundurmasi ve oksidatif stresle
aktive olmasi nedeniyle spesifik bir iyon kanalidir.
TRPM kanallari hayatta kalim ve proliferasyon gibi
cesitli hiicresel fonksiyonlari olan TRP kanal ailesinin
Uyesidir (30). TRPM kanallarindan biri olan TRPM2
vicutta birgok hiicrede ekprese edilmistir (31). TRPM
kanallarinin kanser hucrelerinde de ekspresyonu
gOrulmus olup ekspresyon seviyesinin timoér bliylimesi
ile iligkili oldugu gdésterilmistir (32). Prostat kanseri
hicrelerinde TRPM2 ekpresyonunun saglikli hiicrelere

gére arttigi  gosterilmistir.  TRPM2  kanallarinin
inhibisyonunun ise bening prostat hicrelerinde
proliferasyonu  etkilemezken, PC-3  hicrelerinin

proliferasyonu azalttigi gosterilmistir (33). Bao ve ark.
(34) vyaptigt calismada TRPM2  kanallarinin
azalmasinin  timoér  blyUmesini inhibe  edip
doxorubicinin etkisini artirdig1 gosterilmistir.

PLA2nin hicre buyumesi, hicre olimid ve
inflamasyonun dizenlenmesi gibi gesitli fonksiyonlari
vardir. PLA: izoformlarinin aktivitesi ve
ekspresyonunun gesitli insan kanser tirlerinde arttidi
gosterilmistir.  PLA2 inhibitérlerinin  ¢esitli  kanser
turlerinde timor baylimesini azalttigi ortaya konmustur
(12). Song ve ark. (35), Schulte ve ark. (36) yaptigi
galismalarda PLA; inhibisyonunun over kanser
hiicrelerinde proliferasyonu baskiladigi rapor edilmistir
(36). Sved ve ark. (37) yaptigi calismada PLA;
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inhibisyonunun prostat kanser hiicrelerinde

proliferasyonu azalttigr gésterilmistir.
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guclu sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gérilmektedir.
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ACA'nin o6nemli etkilere sahip olabilecegini isaret
etmektedir.
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