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KAHVE CEKIRDEGI EKSTRELERININ VE KAHVE FiTOKIMYASALLARINDAN
KLOROJENIK ASIiT, KAFEIK ASIT, KAFEIN VE TRIGONELLININ COLO-205
INSAN KOLON KANSERI HUCRELERINDE ANTIPROLIFERATIF VE
ANTITUMORAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Diizenli meyve ve sebze tiiketiminin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger bir
takim kronik ve dejeneratif hastalik risklerini azalttigina dair giiclii bilimsel verilerin
bulunusu, son yillarda bitkisel kaynakli fenolik ve diger biyoaktif bilesiklerin hastalik
koruyucu etkilerine ve bu etkilerin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik
ilgiyi arttirmistir. Kahve diinyada en cok tiiketilen farmakolojik olarak aktif icecekler arasinda
yer almaktadir. Yiizlerce farkli biyoaktif kimyasal bilesenden meydana gelen ve kompleks bir
karisim olan kahve 6nemli bir fenolik bilesik kaynagidir ve yiiksek bir antioksidan kapasiteye
sahiptir. Epidemiyolojik ¢alismalar kahve tiikketiminin ¢esitli kanser tiplerini, tip II diyabet,
Alzheimer, Parkinson ve karaciger hastaligi risklerini azalltigini One slirmiistiir. Proje
kapsaminda farkli kavrulma derecesine sahip kahve ¢ekirdeklerinde hem kompozisyon hem
de COLO-205 hiicre hattinda antikanser aktivite deneyleri yapilmistir. Bu kapsamda ayrica
antikanser aktiviteden sorumlu genler de incelenmistir. Kompozisyon analizlerinde HPLC
metod, protein ve gen analizlerinde ise Western bloth ve real time PCR yontemleri
kullanmilmistir. Kahve c¢ekirdeklerinde kavrulma derecesine gore trigonellin maddesinin 3-
metil pridinyum’a doniistiigii, klorojenik asitin tamamen kayboldugu ama kafein oraninin
kavrulmayla degismedigi tespit edilmistir. COLO-205 hiicre hattinda yapilan antikanser
aragtirmalarinda ise kavrulmayla sitotoksisitenin arttigi ve apoptotik etkinin Bcl-2 geninin

inhibisyonu tlizerinden gelistigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antitimor etki, Apoptoz, Kafeik asit, Kafein, Kahve, Klorojenik asit,

Kolon Kanseri, Trigonellin



INVESTIGATION OF ANTIPROLIFERATIVE AND ANTITUMORAL EFFECTS OF
COFFEE EXTRACTS AND CHLOROGENIC ACID, CAFFEIC ACID, CAFFEINE
AND TRIGONELLINE FROM COFFEE PHYTOCHEMIiCALS IN COLO-205
HUMAN COLON CANCER CELL LINE

ABSTRACT

Regular consumption of fruits and vegetables reduce the risk of cancer, cardiovascular
disease and a number of other chronic and degenerative diseases therefore, in recent years,
plant-derived phenolic compounds and other bioactive compounds has increased the interest.
Coffee is the most consumed in the world is the pharmacologically active beverages. Coffee
has many of different bioactive chemical components and is an important source of phenolic
compounds and has a high antioxidant capacity. Epidemiological studies shown to reduce the
risk of diabet, cancer, Alzheimer, Parkinson and liver diseases. In this work, chemical
composition analyses and anticancer activities of different roasted coffee seed were done on
COLO-205 cell line. HPLC were used for chemical composition analysis and protein and
gene analyses were also shown using Western bloth and real time PCR methods. Trigonellin
was changed to 3-methyl pridinium and chlorogenic acid was decreased but caffeine to be
same by roasting procedure. Citotoxicity on COLO-205 cell line was increase with roasting.

Apoptotic effect was improve on Bcl-2 gene inhibition.

Key Words: Antitumoral effect, Apoptose, Caffeic acid, Trigonellin, Chlorogenic acid,

Colon cancer, Coffee



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Diizenli meyve ve sebze tiikketiminin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger birtakim
kronik ve dejeneratif hastalik risklerini azalttigina dair gii¢lii bilimsel verilerin bulunusu, son
yillarda bitkisel kaynakli fenolik ve diger biyoaktif bilesiklerin hastalik koruyucu etkilerine ve
bu etkilerin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik ilgiyi arttirmistir. Meyve ve
sebzeler besleyici 6zelliklerinin yanisira flavanoitler, terpenler, alkaloitler ve fenolik bilesikler
gibi diisiik molekiiler agirliga sahip ve ¢esitli biyolojik aktiviteler gdsterebilen ¢ok fazla
saylda bilesikler icermektedir. Bitkilerin antikarsinojen, antioksidan ve antienflammatuar gibi
saglik acisindan faydali degisik aktiviteler gosterebilen gesitli biyoaktif bilesenlere sahip
olmasi, giinimiizde bu bilesenleri ve/veya ekstreleri igeren yeni birtakim nutrasotiklerin,

bitkisel droglarin veya fonksiyonel gida iiriinlerinin gelistirilmesine yonelik ilgiyi arttirmistir.

Kahve diinyada en ¢ok tiiketilen farmakolojik olarak aktif igegekler arasinda yer
almaktadir. Yiizlerce farkli biyoaktif kimyasal bilesenden meydana gelen ve kompleks bir
karisim olan kahve 6nemli bir fenolik bilesik kaynagidir ve yliksek bir antioksidan kapasiteye
sahiptir. Olduk¢a ragbet goren bir igecek olmasindan ve bir aligkanlik seklinde
tikketilmesinden dolayi, kahve tiiketiminin saghga yararl etkilerinin veya saglik acgisindan
olusturdugu risklerin ortaya konmasi 6zellikle son yillarda ilgi ¢ekici bir konu olmustur.
Epidemiyolojik ¢alismalar kahve tiiketiminin ¢esitli kanser tiplerini, tip II diyabet, Alzheimer,
Parkinson ve karaciger hastalig1 risklerini azalltigim1 One siirmiistiir. Bunun yanisira
laboratuvar hayvanlar1 kullanilarak yiiriitiilen deneysel karsinogenez calismalarinda kahve

bilesenlerinin antikarsinojenik aktivite gosterdigi ortaya konmustur.

Onerilen proje kapsaminda kahve ¢ekirdekleri ekstrelerinin ve kahvede bulunan birtakim
biyoaktif fitokimyasallarin antiproliferatif ve antitimoral etkilerinin insan kolon kanser
hiicrelerinde karsilastirilmali olarak gosterilmesi planlanmaktadir. Elde edilecek sonuglar,
klinikte kolon kanser tedavisinde kullanilan ve onerilen calismada pozitif kontrol olarak
kullanilacak bir kemoterapi ilacinin (5-Fluorourasil) gosterecegi etkiler ile mukayese
edilecektir. Bu amagla yapilmasi planlanan ¢alismalar ve ulagilmak istenen 6zgiin hedefler

asagida siralanmaktadir:



Kahve tiiketimi ve diisiik kolorektal kanser riski arasindaki iliski mevcut verilerle heniiz
kesin olarak ispatlanamasa da pekgok calisma yliksek kahve tliketimi ile diisiik kolorektal
kanser riski arasindaki baglantiy1 isaret etmektedir (referanslar igin Literatiir Ozeti kismina
bakiniz). Calismamizda birinci 6zgiin hedef olarak yesil kahve g¢ekirdeklerinden ve agik
kavrulmus ve koyu kavrulmus kahve ¢ekirdeklerinden elde edilecek ekstrelerin, bununla
beraber kahve ¢ekirdeginde ve igeceginde bulunan biyoaktif bilesenlerden seg¢ilmis dort saf
bilesigin [klorojenik asit (3-O-kafeoil kuinik asit), kafeik asit, kafein ve trigonellin] insan
kolon kanser hiicrelerindeki muhtemel antiproliferatif etkileri karsilagtirllmali olarak
incelenecektir. Ayrica, kahve c¢ekirdeklerinden elde edilecek ekstrelerin bu dort aktif
bilesenden ve nikotinik asitten hazirlanacak standartlara gore icerik ve miktar tayinleri de
yapilacaktir. Insan kolon kanser hiicreleri igin COLO-205 hiicre hatlarmin kullanilmasi
planlanmaktadir. COLO-205 kolorektal kanser hiicre dizisi kanser arastirmalarinda yaygin bir
sekilde kullanilan ve antiproliferatif ve apoptoz indiikleyici etkenlerin mekanistik
caligmalarina imkan saglayan hiicrelerdir. Ayrica, 6nerdigimiz proje kapsamindaki ¢aligsmalari
gerceklestirmek icin COLO-205 hiicre dizisinin se¢ilmesine dair diger gerekceler de Literatiir

Ozeti kisminda detayli olarak anlatilmistir.

Yesil kahve cekirdeklerinin kavrulmasi neticesinde ham kahve cekirdekleri icerisinde
bulunan birtakim fenoliklerin ve bilesiklerin parcalandigi ve biyolojik olarak aktif bazi yeni
iirlinlerin ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Onerdigimiz ¢alisma neticesinde yesil kahve
cekirdeklerinin kavrulmus diger kahve c¢ekirdeklerinden farkli olarak COLO-205 hiicrelerinde
nasil bir etki gdsterecegi aynt zamanda kahve cekirdeklerinin kavrulmasi isleminin bu
cekirdeklerden hazirlanacak sulu ekstrelerin antiproliferatif etkisinde ne tir degisiklikler
meydana getirecegi aydinlatilacaktir. Ulasilmak istenen bir diger sonug ise, klorojenik asit (3-
O-kafeoil kuinik asit), kafeik asit, kafein ve trigonellinin kahve ¢ekirdegi ekstrelerinden farkli
olarak tek baslarma kolon kanser hiicre sistemlerinde gosterecekleri etkilerin mukayese

edilecek olmasidir.

Kahve ve icerdigi aktif bilesenlerin antiproliferatif ve antitiimdral etkilerinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Onerdigimiz ¢alismada
hiicreler iizerinde en fazla antiproliferatif etki gosterecek kahve c¢ekirdegi ekstresinin
sitotoksik aktivitesinden sorumlu olabilecek apoptoz indiikleyici etkilerin ve bu etkilerin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarinin detayli olarak incelenmesi planlanmaktadir. Bu
amacla, apoptoz belirtegleri olarak kahve ekstresine maruz birakilmis hiicrelerde DNA

fragmentasyonu analizleri ve Kkaspaz-3 aktivite tayinleri gerceklestirilecektir. Apoptotik

2



yolaklarda rol alan Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ifadesindeki degisimler Western blot ve semi-
kantitatif PCR teknikleri ile belirlenecektir. Bunun yanisira, apoptoz ile iligkili kaspazlarin
(kaspaz-3, -8, -9, -7) aktivasyonlar1 ve bir apoptoz belirteci olarak PARP’mn (“Poly ADP
ribose polymerase”) enzimatik kesilmesi Western blot teknigi ile gosterilecektir. Ayrica,
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin mRNA seviyelerindeki degisimler semi-
kantitatif PCR teknigi ile belirlenecektir.

Bununla baraber, calismamizda kullanilacak kahve aktif bilesenlerinden trigonellinin
yakin zamanda fitodstrojenik bir kimyasal oldugu, Ostrojen bagimli insan meme kanseri
hiicrelerinin (MCF-7) proliferasyonunu diisiik dozlarda arttirdigi ve bu etkisini Gstrojen
reseptorii yoluyla gosterdigi bulunmustur (referanslar igin Genel Bilgiler kismima bakiniz).
Ostrojen hormonunun ise meme kanseri ve kolon kanseri hiicrelerinde farkli davrandig
gosterilmistir. Ostrojenin, dstrojen bagimli meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini tesvik
ederken kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azaltti§i ve apoptoza neden oldugu
bildirilmistir (referanslar icin Literatir Ozeti kismina bakimz). Onerdigimiz ¢alisma
kapsaminda trigonellin bilesiginin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinden farkli olarak COLO-
205 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azaltabilecegi ve antitiimoral etki
gosterebilecegi hipotezi de ayrica test edilmis olacaktir. Bu amagla, trigonellinin ¢ok diisiik
konsantrasyon degerleri de dahil olmak tizere farkli dozlarinin COLO-205 hiicreleri
tizerindeki etkisi test edilecektir. Calismamizda boylece {igiincii 0zgiin hedef olarak
trigonellinin COLO-205 hiicrelerindeki muhtemel antiproliferatif etkileri ve bu etkilerin
altinda yatan apoptotik mekanizmalar da yukarida bahsedildigi sekilde kahve cekirdegi

ekstresi ile birlikte molekiiler teknikler kullanilarak detayli olarak arastirilacaktir.

Teklif edilen proje ileri ki zamanlarda yeni projelerin iiretilmesine zemin olusturabilecek

niteliktedir ve hiicre kiiltiirii ve molekiiler biyoloji ¢alismalari i¢in altyap1 olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi birtakim poligenik ve multifaktoriyel
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda diyet ve yasam tarzi gibi cevresel faktorlerin ¢ok Onemli
oldugu bilinmektedir. Kahve diinyada en ¢ok tiiketilen ve en popiiler iki i¢ecekten biridir.
Farmakolojik ve fizyolojik olarak aktif bir icecek olan kahvenin aliskanlik seklinde
tikketiminin saglik tizerindeki muhtemel etkileri olduk¢a yogun bir ilgi gérmektedir (1, 2).
Degisik tilkelerde yiiriitiilen epidemiyolojik ¢alismalar kahve tiiketiminin Parkinson hastaligi,
kolorektal kanser, karaciger hastalig1 (siroz ve hepatoseliiler karsinoma) ve tip Il diyabet gibi

birtakim kronik hastaliklara kars1 koruyucu olabilecegini 6ngérmektedir (3-8).

Kahve Ko6kboyasigiller (Latince: Rubiaceae) familyasinin Coffea (genus Coffea) cinsinde
yer alir. Coffea yaklasik 85 tiir igerir ve bunlardan yalnizca {igli; C. arabica, C. canephora
(robusta) and C. liberica ticari olarak yetistirilmektedir (8). Kahve igecegi, kahve bitkisinin
meyvesinden elde edilen ¢ekirdeklerin farkli derecelerde kavrulmasi, degisik boyutlarda
cekilmesi ve sonrasinda sicak su igerisinde farkli yontemlerle hazirlanmasi ile elde edilir
(6rnegin Tirk kahvesi, filtre kahve, French press kahve gibi). Bunun yanisira hazir kahve veya
“instant coffee” olarak bilinen kahve ¢esidi de oldukca yaygin bir sekilde tiiketilmektedir. Bu
kahve ¢esidi, klasik sekilde islenmis kahve ¢ekirdeklerinin kavrulup ¢ekildikten sonra sicak su
ile karigtirllmasiyla elde edilen kahveden suda c¢oziinmeyen pargaciklarin filtrelenip
ayiklanmasi ve sonrasinda geride kalan kismin spray kurutma, dondurarak ve topaklandirma

yontemleri ile kurutulmasi sonucu elde edilmektedir.

Kahve c¢ok fazla sayida kimyasal bilesik icermekle birlikte gostermis oldugu
antimutajenik, antikarsinojenik ve antioksidan etkilerin pek c¢ogu, alkaloit bir bilesik olan
kafein, polifenolik bilesiklerden klorojenik asitler ve onlarin parcalanma iirlinleri, diterpen
bilesiklerden kafestol ve kahveol (“kahweol”) ve diger birtakim fenolikler ile
iligkilendirilmistir (2, 8). Kahve o6zellikle klorojenik asitlerden olusmus yiiksek miktarlarda
fenolik antioksidanlar icermektedir. Klorojenik asitler, kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik
asit gibi hidroksisinamatlarin kuinik asite ester bagi ile baglandig1 ve sirasiyla kafeoil kuinik
asit, feruloil kuinik asit ve p-kumaroil kuinik asit olarak bilinen bir dizi konjuge yapilardir. Bu
bilesiklerdeki hidroksisinamat kismi kuinik asitin 3-, 4-, ve 5-O pozisyonlarindan herhangi
birine baglanabildiginden, kahvede farkli klorojenik asit izomerleri bulunmaktadir. Kahvede

en bol miktarlarda bulunan klorojenik asitlerden biri 5-O-kafeoil kuinik asittir. Bunun



yanisira, kahvede 4-O-kafeoil kuinik asit ve 3-O-kafeoil kuinik asit izomerleri de 6nemli
miktarlarda bulunmaktadir (9-11). Kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit) kahvede, sarapta,
meyve, sebze, tohumlar ve diger birtakim yenilebilir ve yenilemez bitkilerde bulunan
polifenolik bir bilesiktir (12-16). Kafeik asit yesil kahve ¢ekirdeginin kavrulmasi esnasinda
kafeoil kuinik asitin degradasyonu sonucunda 6nemli miktarlarda da olusabilmektedir (17).
Kahvede bulunan biyoaktif bilesiklerin en énemlilerinden bir digeri ise bir purin alkoloiti olan
kafeindir. Kahve kafein gibi metilksantinlerin en énemli kaynaklarindan biridir (18). N-metil
nikotinik asit (trigonellin) ise kafeinden sonra yesil kahve c¢ekirdeginde en bol miktarda
bulunan bir alkaloit bilesigidir. Piridin tarzinda ve niasin benzeri bir bilesik olan trigonellin
kavrulmus kahve cekirdeklerinde de kavrulma derecesine bagli olarak degisik miktarlarda

bulunabilmektedir (19).

Yesil kahve cekirdeklerinin islenmesi ve kavrulmasi kahve c¢ekirdegindeki biyoaktif
bilesik igerigini degistirmekte ve Maillard reaksiyon iiriinleri olusturabilmektedir (20).
Ornegin, yasil kahve ¢ekirdeginde bol miktarlarda bulunan klorojenik asitlerin bir kismimin
termal degradasyona bagl olarak kafeik asit, katekol, pirogallol vb. diger iirlinlere doniistiigii
gosterilmistir (17, 21). Bunun yanisira trigonellinin kavrulma siiresine bagli olarak kahve
¢ekirdegindeki miktari azalmakta ve buna bagli olarak N-metil piridinyum iyonu, nikotinik
asit (niasin, vitamin Bj3) vb. diger iiriinler olusmaktadir (17, 19, 22). Dolayzsi ile trigonellin/N-
metil piridinyum veya trigonellin/nikotinik asit oranlar1 kahve endiistrisi tarafindan kahve
cekirdeklerinin kavrulma derecesini yansitan bir gosterge olarak kullanilmaktadir (19). Kahve
¢ekirdeklerinin kavrulmasi sonunda olusan N-metil piridinyum iyonunun biyolojik olarak
aktif bir bilesen oldugu gosterilmistir. N-metil piridinyumun, HT29 kolon kanser hiicrelerinde
Nrf2 [“nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2”’] / ARE (“antioxidant response element”)
detoksifiye yolagini indiikledigi ve N-metil piridinyum iyonunca zengin kahve iceceginin ise
in vitro ve in vivo kosullarda Nrf2/ARE yolag: tizerinden kemopreventif faz II enzimlerini
indiikledigi gosterilmistir (17, 23). Bu calismalar, N-metilpiridinyum bilesiginin kolon

kanserine kars1 potansiyel koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini 6nermektedir.

Normal saglikli hiicrelerin ¢esitli asamalardan gecerek kanser hiicrelerine doniismesi
olarak tanmimlanabilecek karsinogeneze karsi, dogal {riinlerin ve fitokimyasallarin
kemopreventif etkilerinin ve bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar deneysel hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii sistemlerinde

halen yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir (24, 25). Kanserdz hiicrelerin yok edilmesine



yonelik Onemli stratejilerden bazilar1 bu hiicrelerin proliferasyonunun baskilanmasi,
diferansiyonlarinin indiiklenmesi veya apoptoza yonlendirilmeleridir (24, 25). Birtakim
popiilasyon caligmalarinda kahve tliketiminin bazi1 kanser risklerini azalttig1 gdsterilmesine
ragmen, kahve ve icerdigi aktif bilesenlerin kemopreventif etkilerinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar halen tam olarak agiklanabilmis degildir. Bu amagla, hiicre kiltiiri
sistemlerinde ve laboratuvar hayvanlar iizerinde yiiriitiillen mekanistik ¢alismalarin 6zellikle

son yillarda arttig1 goriilmektedir (17, 22, 26-29).

Onerdigimiz calismada yesil kahve cekirdeklerinden ve farkli derecelerde kavrulmus
kahve ¢ekirdeklerinden elde edilecek ekstrelerin ve kahve aktif bilesenlerinden, klorojenik asit
(3-O-kafeoil kuinik asit), kafeik asit, kafein ve trigonellinin COLO-205 insan kolon kanser
hiicrelerindeki muhtemel antiproliferatif etkilerinin karsilastirilmali olarak gosterilmesi
amaglanmaktadir. Bunun yanisira hiicreler lizerinde en giiglii sitotoksik etki gosterecek kahve
cekirdegi ekstresinin antiproliferatif etkisinden sorumlu olabilecek apoptotik mekanizmalarin
da detayli olarak calisilmasi planlanmaktadir. Kahvenin memeli hiicre sistemlerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkisine dair bizim bilgimize gore literatiirde yalnizca 3 ¢alisma
(2004, 2010 ve 2011 yillarma ait) goziikmektedir. Bu c¢aligmalarda ise kahve igeceginin
antiproliferatif etkilerinden sorumlu molekiiler mekanizmalara dair herhangi bir bilgi mevcut
degildir. Ustelik, bu ¢alismalarmn higbirinde yesil kahve cekirdekleri veya kavrulma derecesi
farkli kahve cekirdekleri test edilmemistir. Bu calismalarda ortaya konan bulgular asagida

Ozetlenmistir:

Bir saglik merkezinin dort farkli yerinden satin alinan taze demlenmis normal (“regular
coffee”) ve dekafeine kahve icecekleri alikotlanarak sogukta muhafaza edilmis ve sonrasinda
bu numunelerin insan ovaryum kanser hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdigi rapor
edilmistir (30). Ancak s6z konusu c¢alismada antiproliferatif etkiden sorumlu olabilecek
mekanizmalar gosterilmemistir. Hazir kahvenin (“instant coffee”) diisiik konsantrasyonlarda
rat hepatoma hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi ve yiiksek konsantrasyonlarda
apoptoza neden oldugu bildirilmistir (31). Rat hepatoma hiicreleri kullanilarak yiiriitiilen bu
calismada ise apoptotik etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar gosterilmemistir. Orta
derecede kavrulmus ti¢ farkli kahve tiiriine (C. arabica Brazil, C. arabica Columbia ve C.
Robusta India) ait kahve ¢ekirdeklerinden hazirlanan igeceklerin ise bildirilen konsantrasyon
degerlerinde HT-29 insan kolon kanser hiicrelerinde herhangi bir sitotoksisiteye neden
olmadigr gosterilmistir (17). S6z konusu bu calismada ise kahve igeceginin ve aktif

bilesenlerinin antiproliferatif etkilerinden ziyade Nrf2/ARE yolagina ve ARE-bagimh
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birtakim antioksidan faz II enzimlerinin gen ekspresyonuna olan etkileri c¢alisilmistir.
Bilindigi gibi NRF2/ARE yolagi, oksidatif strese kars1 hiicrenin savunma sistemini harekete
gecirir ve oksidatif stresle miicadele eden birtakim enzim ve proteinlerin indiiklenmesini
reglile eder. Ancak, bu ¢alismada kahve iceceginin hiicrelerin proliferasyonuna olan
etkilerinin gosterilmesine dair kullanilan konsantrasyon degerleri 500 pg/ml ile sinirh
kalmistir. Hiicre sistemleri ile yiiriitiilen bu tarz ¢aligmalarda, test edilen bitki ekstrelerinin,
ekstrelerin hazirlanis yontemlerine, uygulanan dozlara, deneysel parametrelerdeki farkliliklara
ve de en 6nemlisi kullanilan memeli hiicre sistemlerine bagli olarak hiicreler iizerinde farkli

etkiler gosterebilecegi asikardir.

Kahve aktif bilesenlerinden de olan klorojenik asit, kafein ve kafeik asitin antiproliferatif
ve antitimoral etkilerinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik olarak son
yillarda farkli hiicre sistemlerinde g¢aligmalarin arttig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalar ¢ok sinirl
sayidadir ve séz konusu mekanizmalar halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Ustelik, bu
bilesiklerin farkli hiicre sistemlerinde degisik etkiler gosterebilecegi de gozardi edilmemesi
gereken diger bir 6nemli noktadir. Olduk¢a yeni olan 2011 yilina ait bir aragtirmada hazir
kahveden hazirlanmig kahve ekstresinin ve kahve fenolik fitokimyasallarindan klorojenik
asitin, farelerde CT-26 fare kolon kanser hiicreleri ile indiiklenmis akciger metastazini, ERK
(“extracellular signal-regulated kinases™) larin fosforilasyonunu bloke ederek inhibe ettigi
gosterilmistir (26). Kahve ve kafeik asitin (kafein hari¢) ise ERK’larin fosforilasyonunu ve
AP-1 (“activator protein-1") ve NF-xB (“Nuclear factor-kappa B”’) transaktivasyonunu inhibe
ettikleri ve bdylece fare epidermal hiicrelerinin (JBP P+) neoplastik transformasyonlarini
engelledikleri gosterilmistir. Bu calismada ayrica kahve tiiketen kolon kanseri hastalarda
ERK’larin fosforilasyonunun azaldig: rapor edilmistir. Ancak, bu ¢calismada dahil olmak iizere
literatiirde kahve ekstresi veya icecegi ile birlikte kahve biyoaktif bilesenlerinden secilmis
birtakim 6nemli fitokimyasallarin direkt olarak insan kolon kanser hiicrelerindeki antitiimoral
etkilerini ve bu etkilerden sorumlu muhtemel apoptoz indiikleyici yolaklar1 veya hiicre

dongiisiiniin diizenlenmesine dair mekanizmalar1 gésteren ¢aligmalar bulunmamaktadir.

Calismamizda kolon kanser hiicrelerindeki etkisi detayli olarak calisilacak kahve aktif
bilesenlerinden bir digeri niasin benzeri bir bilesik olan trigonellindir. Bu bilesigin Allred ve
ark. (2009) (32) tarafindan bir fitodstrojen oldugu ve Gstrojen-bagimli MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ¢ok diisiik konsantrasyon degerlerinde bile arttirdig1 ve
bu etkisini Ostrojen reseptorii yoluyla gergeklestirdigi rapor edilmistir. Calismada ilging olan

nokta ise trigonellinin su ana kadar fitodstrojen olarak belirlenen kimyasallarla herhangi bir
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yapt benzerliginin olmamasidir. Genistein (bir izoflavon bilesigi) gibi estradiolle yapi
benzerlikleri olan birtakim fitodstrojenlerin bu 6zelliklerinden dolay1 Ostrojen reseptoriine
baglanabildikleri bilinmektedir. Ancak, s6z konusu calismada trigonellinin ne &strojen
reseptorii o (ESRa)’ya ne de dstrojen reseptorii f (ESRB)’ya baglanma konusunda estradiolle
bir yaris i¢erisinde olmadigi, ancak Ostrojen reseptor hedef genlerinin ekspresyonunu arttirdigi

ve proliferatif etkisinin Ostrojen reseptOr antagonisti tarafindan bloke edildigi bildirilmistir
(32).

Trigonellinin kahve c¢ekirdeklerindeki miktar1 kavrulma derecesine bagli olarak
degismekle birlikte kavrulmus g¢ekirdeklerde yaklasik %1°lik kuru maddeyi olusturmaktadir
ve ham ¢ekirdeklerde en ¢ok bulunan ikinci alkaloit bilesigidir (32). Trigonellinin memeli
hiicre sistemlerindeki etkisine dair ¢alismalar oldukca azdir. Trigonellin ile muamele edilmis
rat hepatoma hiicrelerinin invazyonunun in vitro kosullarda doz-bagimli olarak engellendigi
(2.5 — 40 pumol/l), belirtilen konsantrasyonlarda ise hiicre proliferasyonunda herhangi bir
degisimin olmadig1 gosterilmistir (33). Trigonellinin biyolojik etkilerine dair de ¢ok az
calisma bulunmaktadir. Alzheimer modeli farelerde, trigonellinin (30-100 pmol/l) kortikal
neuronlardaki dendritlerin ve aksonlarin rejenerasyonunu sagladigi ve hafizayr gelistirdigi
bildirilmistir (34). Trigonellinin tiikiiriik-kaplanmis hidroksiapatit boncuklar1 kullanilarak
insanlarda dis ¢iiriiklerine neden oldugu bilinen Streptococcus mutans bakterisinin adhesiv
etkisini azalttigt gosterilmistir (35). Bunun yanisira trigonellinin hipokolesterolemik,
hipoglisemik, antimigren ve sedatif etkiler gosterdigi, farelerde P-338 lenfositik 16semi
hiicrelerine kars1 antikarsinojenik aktivite sergiledigi de rapor edilmistir (36, 37).
Trigonellinin bitkilerde hiicre dongiisii diizenleyicisi bir bilesik oldugu, G2 fazinda hiicre
dongiistinii durdurdugu ve bitkilerde oksidatif stres sonrast miktarinin artmasindan dolay1

sinyal iletici bir molekiil olabilecegi de rapor edilmistir (36, 38).

Trigonellin yesil kahve c¢ekirdeklerinde bulunmakla birlikte ¢emenotu (Fenugreek;
Trigonella foenum — graecum) tohumlarinda da oldukga yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.
Cemenotu Misir, Hindistan ve Orta Dogu iilkelerinde yaygin olarak yetistirilen ve tohumlari
Ozellikleri baharat ve pastirma imalatinda kullanilan bir bitkidir. Cesitli farmakolojik
aktivitelere sahip oldugu bildirilen ¢gemenotunun bu iilkelerde pek¢ok rahatsizligin tedavisinde
kullanildig1r da bilinmektedir (39). Cemenotu tohumlarinin myeloblastik 16semi hiicrelerine

kars1 antineoplastik etki gdsterdigi de rapor edilmistir (40, 41).



Ostrojen hormonunun meme gibi birtakim dokularda hiicre boliinmesini arttirdig
kolorektal kanser hiicrelerinde ise antiproliferatif ve apoptotik etkiler gosterdigi yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (42, 43). Bu farkliligin, farkli dokularda farkli Ostrojen
reseptOr subtiplerinin baskin olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. ESRa yaygin olarak
meme gibi birtakim dokularda bulunur. Dolayistyla, ESRa’nin meme gibi birtakim dokularda
Ostrojenin proliferatif etkisinden sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. ESRB ise kolon
hiicrelerinde baskin olarak bulunmaktadir. Bu reseptor tipinin ise dstrojenin kolon kanseri
hiicrelerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkisinden sorumlu araci oldugu ileri
stiriilmektedir. Dolayisiyla bu calismalar her iki reseptor subtipinin hiicrelerde birbirinin tersi
yoniinde etki ettigini; ESRo’nin bir hayatta kalma aracisi olarak, ESR’nin ise apoptoz
indiikleyicisi olarak calistigini 6ngdrmektedir (42, 43). Bununla beraber, ESRo seviyesi
degismezken ESRP’nin kolon kanseri hiicrelerindeki ekspresyonunun normal kolonik
dokulara gore azaldigi ve kadmlarda hormon replasman terapisinin kolorektal kanser
insidansini azalltig1 gosterilmistir (44, 45). Ancak, ESRB’nin kolon kanserindeki koruyucu
roliine dair pek¢ok ¢alisma var olsa da, dstrojen/ESRP3’nin kolon kanserindeki kesin roliine

dair yeterli bilgi heniiz mevcut degildir (46).

Fitoostrojenik isoflavonlarin kolon kanser hiicreleri dahil birtakim memeli hiicre
sistemlerinde koruyucu etkiler gosterdigi bilinmektedir (47). Kahve tiiketiminin ise kadinlarda
Ostrojene duyarlt kanserlerin gelisimini etkiledigi epidemiyolojik ve klinik caligmalarca
gosterilirken, kahve tliketiminin birtakim popiilasyon ¢alismalarinda kadinlarda kolon riskini
azalligr gortilmustir (3, 32). Ayrica trigonellin bilesigini icerdigi bilinen ¢emenotu
tohumlarinin da MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile ettigi ve Ostrojenik etkiler

gosterdigi rapor edilmistir (48).

Bu amagla teklif edilen projede, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
stimiile ettigi gosterilen trigonellinin literatiirde daha Once hi¢ gosterilmemis olan kolon
kanser hiicrelerine olan etkisi ¢alisilacaktir. Trigonellinin hiicre proliferasyonunu stimiile edici
etki gosterdigi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin baskin Ostrojen subtipi olarak ESRa
icerdigi bilinmektedir. Dolayisiyla, trigonellinin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu arttirici
etkisinin ESRa yoluyla gergeklestigi diisliniilebilir. ESRB’nin kolon kanser hiicrelerindeki
roliinlin 6nemine istinaden ise calismalarimizda ESRa’y1 ifade etmedigi yalnizca ESRf3’y1
ifade ettigi rapor edilen COLO-205 hiicreleri kullanilacaktir (42, 43). Dolayisi ile 6nerdigimiz
projede trigonellinin  MCF-7 hiicrelerinden farkli olarak COLO-205 hiicrelerinde



antiproliferatif ve antitimoral bir etki gosterebilecegi hipotezi test edilmis olacaktir. Bu
amagla, trigonellinin COLO-205 hiicreleri iizerinde ¢ok diisiik konsantrasyon degerleri de
dahil olmak iizere farkli dozlarmin etkisi test edilecektir. Trigonellinin kolon kanser
hiicrelerine yonelik antiproliferatif bir etkisinin gosterilmesi halinde, bu etkinin altinda yatan
muhtemel apoptotik mekanizmalar kahve c¢ekirdegi ekstresi ile birlikte ayrntili olarak

arastirilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Deneysel ¢alismalar, hiicre kiiltiirii ve analitik ¢caligma laboratuarlarinda gerceklestirilmis
olup ilgili tiim geregler kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tiim sarf malzemeler steril hiicre

kiltliri i¢in tretilmistir. Tiim kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kahve Cekirdekleri Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Tiim kahve ¢ekirdekleri Coffee arabica Brazil tiirline ait kahve ¢ekirdekleridir.
Kavrulma siireleri ve 1sil islem ozellikleri:

Yesil kahve cekirdegi ekstresi: Isil islem uygulanmamis

Acik kavrulmus kahve ¢ekirdegi: 180°C 24 dakika

Orta kavrulmus kahve ¢ekirdegi: 180°C 27 dakika

Koyu kavrulmus kahve ¢ekirdegi: 180°C 30 dakika

Acik, orta ve koyu kavrulmus kahve cekirdekleri 6giitiiliip toz haline getirildi (aktarlarda
satilan el degirmeni kullanilarak). Yesil (¢ig) kahve cekirdekleri ise 6giitiilmeden once sivi
azot ile muamele edildi. Ogiitiiliip toz haline getirilen ¢ekirdeklerden 30 gr tartildi ve 30 gr’lik
kahve tozlarindan 500 ml deiyonize su igerisinde kahve makinasi (Fakir marka) kullanilarak
kahve ekstreleri hazirlandi. Hazirlanan tiim kahve ektreleri liyofilizator kullanilarak suyundan

ayrildi. Toz haline getirilen ekstreler -80°C derin dondurucuda saklandi.

3.2.2. Kahve Cekirdekleri Ekstrelerinin Kafein, Trigonellin, Nikotinik Asit, Kafeik Asit
ve Klorojenik Asit Iceriklerinin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) Yéntemi

ile Kantitatif Analizleri

Kahve c¢ekirdeklerinden hazirlanan ekstrelerdeki kafein, trigonellin, nikotinik asit, kafeik asit

ve klorojenik asit miktar tayinleri YBSK-fotodiyod array dedektdrii sistemi ile gergeklestirildi.
YBSK calisma sartlart.

Cihaz : Agilent s1vi kromatografisi sistemi
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Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)

Kolon : C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 [Jm partikiil ¢ap1)
Sicaklik :22°C

Akim hizi : 1 mL/dak

Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)

B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

C) metanol
Gradient akis :

zaman hareketli faz A hareketli faz hareketli faz

(dak) (%) B (%) C (%)
0 15 85 0
15 30 70 0
18 40 60 0
30 40 60 0
35 0 100 0
37 0 85 15
48 0 70 30
50 15 85 0

YBSK da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlart ve UV spektrumlar1 standartlarla
karsilastirilarak tanimlanacaktir. Biitiin standart ve 0rnek c¢ozeltiler licer kere analiz edilerek

ortalama degerler verilecektir.
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Kolon kanser hiicre dizisi COLO-205 hiicreleri, 75 ml’lik hiicre kiltiir kaplar icerisinde 1s1
ile inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin ve
100 pg/ml penisilin igeren RPMI-1640 besiyerlerinde 37°C’de ve %5 CO, varliginda
humidifiye edilmis inkiibatdrde g¢ogaltildilar. Hiicrelerin yaklasik olarak %90-95 oraninda
kiltiir kabin1 kaplamasinin ardindan tripsinizasyon yontemi ile hiicreler pasajlandilar. Biitiin
hiicre kiiltiir islemleri steril laminar hava akimli ¢aligma kabinlerinde gerceklestirildi.
Hiicrelerin besiyeri iki giinde bir degistirildi ve canliliklari, ¢ogalma hizlar1 ve morfolojik

yapilari invert mikroskop ile giinliik olarak takip edildi.
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3.2.4. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2]-2,5-difenil Tetrazolyum Bromid) Hiicre Canlilik Testi

Kahve ekstrelerinin ve kahve aktif bilesenlerinin (klorojenik asit (3-O-kafeoil kuinik asit),
kafeik asit, kafein ve trigonellin) COLO-205 kolon kanser hiicre hatlar1 tizerindeki hiicre
canliligima olan etkileri, sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mitokondride bulunan siiksinat
dehidrogenaz enzimi tarafindan mor renkli formazon kristallerine indirgenmesi prensibine
dayanan MTT hiicre canlilik testi kullanilarak belirlendi. Bunun igin oncelikle, COLO-205
hiicreleri her bir kuyucukta 5 x 10* hiicre/100 pl konsantrasyonunda olacak sekilde 96
kuyucuklu plate’lere ekildiler. Hiicrelerin kuyucuklara tutunmasini saglamak igin hiicrelerin
ekildigi plate 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra, her bir kuyucuktaki hiicrelere kahve
ekstreleri ve kahve aktif bilesikleri doza baglh bir tarzda eklendi ve plate tekrar 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Kahve ekstreleri ve biyoaktif bilesiklerinin her bir dozu i¢in 3 kuyucuk
kullanildi. Hiicre bulunan fakat test maddesi igermeyen kuyucuklara sadece besiyeri eklendi
ve bu kuyucuklar pozitif kontrol olarak kullanildi. Hem hiicre hem de test maddesi igermeyen
kuyucuklara ise yine benzer sekilde sadece besiyeri eklendi ve bu kuyucuklar da negatif
kontrol olarak kullanildi. 24 saatlik siirenin sonunda her bir kuyucuga final konsantrasyonu
Img/ml olacak sekilde 50 pl MTT solusyonu eklendi ve plate 37°C’de 3 saat inkiibe edildi.
Daha sonra, olusan mor renkli formazan iriinii ¢ozmek i¢in her bir kuyucuga 100 ul DMSO
eklendi. Her bir kuyucuktaki formazanin absorbans degeri 570 nm dalga boyunda
multifonksiyonel mikroplate okuyucu kullanilarak 6l¢iildii ve 6lgiilen absorbans degerlerinden

% sitotoksisite hesaplanda.

3.2.5. Western Blot Yéntemi Kullanilarak Apoptoz ile Iliskili Proteinlerin Ifadesindeki

Degisimlerin Incelenmesi

Kahve ekstreleri (yesil, acik, orta koyu ekstreler) ve kahve igeriginde var olan standart
maddeler (kafein, kafeik asit, klorojenik asit) ile tedavi sonrasi hiicrelerde apoptozisle ilgili
protein diizeyleri western blot yontemi ile tayin edildi.

Colo-205 hiicreleri, 1.000.000 hiicre 25 cm? hiicre kiiltiir kabina 3 ml DMEM besiyeri
igersinde ekildi. Hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanina tutunmalar1 i¢in 24 saat karbondioksitli steril
etiivde inkiibe edild. 24 saat sonunda kiiltiir kaplarindaki besi yeri atildi ve etkisi test edilecek
ekstreler (4mg/ml) besi yerinde verilir. Inkiibasyon siiresi sonunda besi yeri atilir ve hiicreler
kiiltiir kab1 tabanindan kopartilarak toplanir. Toplanan hiicreler RIPA tampon ile lizis edilir ve
lizattan total protein tayini (Lowry protein tayini) yapilir. Proteinler kuyucukda 30 mikrogram
olacak sekilde SDS-poliakrilamid jele yiiklenerek 100 V da 1 saat elektroforez edildi. Siire
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sonunda jeldeki protein 200 mAmp akimda 1 saat 30 dakika PVDF membrana transfer edildi.
Membran uygun diliisyondaki antikorla Anti kaspaz-3 (1:100), anti kaspaz-9 (1:100), anti
kaspaz-7 (1:200), anti bax (1:250), anti PARP (1:200) gece boyu inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonras1 sekonder (HRP-bagli) antikorla isaretlenen uygun bandlar ECL reaksiyonu

ile goriiniir hale getirilir ve X-ray filme basilir.

3.2.6. RNA Ilzolasyonu, ¢cDNA sentezi ve Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) Analizi

Kahve ekstrelerinin ve kahve aktif bilesenlerinden kafein, kafeik asit ve klorojenik asitin
COLO-205 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerininin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi
amaci ile apoptoz ile iligkili proteinlerden Bax (pro-apoptotik) ve Bcl-2 (anti-apoptotik)
proteinlerinin mMRNA seviyelerindeki degisimler ve kaspazlarin apoptozdaki olasi rollerinin
belirlenmesi amaci ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin mRNA seviyelerindeki
degisimler kantitatif real-time PCR teknigi kullanilarak belirlendi.

Bunun i¢in Oncelikle COLO-205 hiicrelerinden total RNA’lar izole edildi. Total RNA
izolasyonu i¢in Trizol kit kullanildi ve kit iireticisi firma tarafindan saglanan protokol
uygulandi. Elde edilen RNA’larin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm
dalga boylarinda optik dansite 6l¢timii ile hesaplandi. COLO-205 hiicrelerinden izole edilen
total RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirmek icin, ticari olarak satin alinan cDNA sentez
kiti kullanild1 ve kit iireticisi firma tarafindan saglanan protokole uygun olarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Bunun icin her bir 6rnege ait total RNA ve kit karisimlari, ayr1 ayr1 uygun
sicakliklarda belirli bir siire inkiibe edildi ve bdylece RNA’larin cDNA’ya ters
transkripsiyonlar1 gerceklestirildi. Elde edilen her bir 6rnege ait cDNA ile, incelenecek
genlere spesifik primer-problar (FastStart Essential DNA Probes Master) kullanilarak, Kit
treticisi firma tarafindan saglanan protokole uygun sekilde ger¢ek zamanli-PCR
gerceklestirildi. Boylece incelenecek genlerin mRNA transkript diizeyleri kantitatif olarak
belirlendi.

Sonuglar, her dokuda ifade edildigi bilinen B-aktin kontrol geninin ifade seviyeleri ile
normalize edildi. Boylece, incelenen her bir genin COLO-205 hiicrelerinde ifade edilip
edilmedigi veya ifade seviyesindeki degisiklikler tespit edildi. Tiim analizler her bir gen i¢in

ti¢ kez tekrarlandi.
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3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel analizler SPSS ver. 13 programi kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar,
ortalama =+ Standart Sapma (SS) olarak %95 giivenilirlik smirlar1 dahilinde verildi.
Ortalamalar arasindaki farkin 6nemliligi, One-way ANOVA testi posthoc test olarak Tukey ile
gergeklestirildi. Farkliliklar, p<0.05 ve p<0.001de istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (YBSK) Analiz Sonug¢lar:

Farkli kavrulma derecelerindeki kahve c¢ekirdeklerinden kahve makinesi ile hazirlanan ve
liyofilizatorde kurutulan ekstreler -18 °C de analiz edilene kadar bekletildi. Ektrelere ait

verimler Tablo 4.1.” de verilmistir.

Tablo 4.1. : Kahve ekstrelerinin % verimleri

Ekstre” V[i/roi]m

" Yesil © 2283
Acgik 21.33
Orta 21.00
Koyu 24.00

Ekstrelerin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile yapilan analizlerinde
PDA dedektor kullanilmis ve miktar tayinleri maddelerin maksimum absorbans vermis
olduklar1 dalga boylarindaki alan degerleri kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
4.1. de verilmistir. Maddelerin tamimlanmasinda hem tutunma zamanlari hem de UV

spektrumlar1 kullanilmistir.

Tim ekstrelerde klorojenik asit, kafein, kafeik asit, nikotinik asit, trigonellin ve 3-metil
pridinyum hem kalitatif hem de kantitatif olarak incelenmistir. Tiim ekstrelerde kafeik asit ve
nikotinik asit az miktarda bulunmustur. Klorojenik asit en fazla yesil ekstrede (%28)
bulunurken kafein ise en fazla koyu ektrede (%8.7) rastlanmistir. Kahve c¢ekirdeklerinde
kavrulmayla trigonellin 3-metil pridinyuma doniismektedir. Bu nedenle yesil ekstrede

trigonellin bulunurken, koyu ektrede ise 3-metil pridinyum gézlenmistir.
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Sekil 4.1: Kahve ¢ekildeklerinin HPLC analiz sonuglart

4.2. MTT Hiicre Canlihg1 Analiz Sonuclari

Ekstrelerin hiicreler tizerindeki canlilik deneyleri doza bagimli olarak incelenmis ve sonuglar
MTT boyasi kullanilarak kolorimetrik olarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen ortalama degerler Sekil
4.2°de verilmistir. Kavrulma derecesine ve doz artisina baglh olarak sitotoksisitede artig
gozlenmistir. Calisilan standartlarda da doza bagli olarak kafeinin sitotoksik etkisinin kafeik

asit ve klorojenik asite gore daha fazla oldugu belirlenmistir.
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(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

Sekil 4.2: Ektrelerin colo-205 hiicre serisi tizerindeki canlilik analiz sonuglari
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4.3. Western Blot Analiz Sonuglari

Kahve ekstreleri (yesil, agik, orta koyu ekstreler) ve kahve igeriginde var olan standart
maddeler (kafein, kafeik asit, klorojenik asit) ile tedavi sonras1 hiicrelerde apoptozisle ilgili
protein diizeyleri western blot yontemi ile tayin edildi. Deney sonrasi protein diizeylerini

gosterir film goriintiileri Sekil 4.3 de verilmistir.

Bax |

PARP

Procaspase 7

Procaspase 9

Activated caspase 9

Procaspase 3 |

Activated caspase 3

GAPDH‘ ﬁ"“l

Sekil 4.3: 24 saat kahve eckstreleri ve standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde apoptozisle iliskili proteinlerin ifadelenme diizeyleri

Ekstreler ve standart maddelerin tamami 24 saat inkiibasyon sonrasinda hem pro form hem de

aktif form kaspaz 9’ un anlamli derecede artisina neden olmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: 24 saat kahve ckstreleri ve standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde pro kaspaz 9 ve aktif kaspaz 9 proteinlerin ifadelenme diizeyleri.

Ekstreler ve standart maddelerin tamami 24 saat inkiibasyon sonrasinda pro ve aktif form

kaspaz 3 protein ifadelenme diizeyleri hemen hemen tiim gruplarda artarken agik ekstre ile

tedavi grubunda aktif kaspaz 3 diizeyleri azalmistir. Ancak kafein grubunda ki artis ve agik

ekstre ile tedavi grubunda aktif kaspaz 3 diizeylerinde ki azalis istatistiksel olarak anlamli

degildir (Sekil 4.5).
4
14 Prokaspaz 3/GAPDH 26
M Aktif kaspaz 3/GAPDH |
3 | 2,3
2,5 2,6
2,2 I
3 | ,
[ 1,9 21
{ 1,9
1,8
2 1,7
1,5 1,2
2 [ { 12
1T0 1,0 0.9
1 4
1 .|
0 . . .
Kontrol Yesil Acik Orta Koyu Kafein Kafeik asit  Klorojenik

asit

Sekil 4.5: 24 saat kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205

hiicrelerinde pro kaspaz 3 ve aktif kaspaz 3 proteinlerin ifadelenme diizeyleri.
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Ekstreler ve standart maddelerin tamami1 24 saat inkiibasyon sonrasinda kaspaz 7 diizeylerini

anlamli derecede artirmistir (Sekil 4.6).

3,0

KASPAZ 7/GAPDH

Kontrol

Yesil

Acik

KASPAZ7

Orta Koyu Kafein Kafeik asit Klorojenik
asit

Sekil 4.6: 24 saat kahve ekstreleri ve

standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205

hiicrelerinde kaspaz 7 proteinlerin ifadelenme diizeyleri.

Ekstreler ve standart maddelerin tamami 24 saat inkiibasyon sonrasinda pro apoptotik Bax

proteini diizeylerini anlamli derecede artirmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: 24 saat kahve ekstreleri ve

standart maddeleri ile tedavi sonrast colo-205

hiicrelerinde pro apoptotik Bax proteinlerin ifadelenme diizeyleri.

20



Ekstreler ve standart maddelerin tamami 24 saat inkiibasyon sonrasinda kafeik asitle tedavi

grubu hari¢ tiim gruplarda PARP proteini diizeylerini anlamli derecede artirmuistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: 24 saat kahve eckstreleri ve standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205

hiicrelerinde PARP proteinlerin ifadelenme diizeyleri.

Ekstreler ve standart maddelerin tamami 24 saat inkiibasyon sonrasinda tiim gruplarda Bcl-2

proteini diizeylerini anlamli derecede artirmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: 24 saat kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile tedavi sonrasi colo-205

hiicrelerinde Bcl-2 proteinlerin ifadelenme diizeyleri.
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4.4, Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR) Analizi Sonuglari

Dort farkli kahve ekstresinin ve kahve aktif bilesenlerinin COLO-205 hiicreleri ile 24 saaat
inkiibasyonundan sonra apopitotik yolakta gorev alan Bax, Bcl-2, Caspase 3, Caspase 8,
Caspase 9 genlerinin mMRNA transkript diizeyleri tizerindeki etkisi Real Time-PCR ( gRT-
PCR) kullanilarak kantitatif olarak belirlendi. Analiz sonucu Grafik 1’de gosterilmistir.

6

M BCL2
5 1 HBAX
4 .
3 |
2 |

2 -
- & ' 3 ’
§ $ g

0 T . .

Kontrol Yesil Agik Orta Koyu kafein kafeik asit  klorojenik

asit

Sekil 4.10. Kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205

hiicrelerinde Bcl-2, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 genlerinin ifadelenme diizeyleri.

Colo-205 hiicrelerinin ekstreler ve standart maddelerle 24 saat inkiibasyonu sonrasinda anti
apoptotik Bcl-2 geninin ifadelenme diizeyi tiim gruplarda anlamli derecede azalmistir (Sekil
4.10). Ozellikle dort farkli kahve ekstresi ile tedavi edilen gruplarda anti apoptotik Bcl-2

geninin ifadelenmesinin kavrulma derecesine bagli olarak inhibe oldugu goriilmiistiir.
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Grafik 2. Kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde anti apoptptik Bcl-2 geninin ifadelenme diizeyi.

Colo-205 hiicrelerinin ekstreler ve standart maddelerle 24 saat inkiibasyonu sonrasinda pro
apoptotik Bax geninin ifadelenme diizeyi yesil ve agik ekstre ile tedavi grubunda anlamli
derecede artirmigtir (Grafik 3).

18

BAX

Kontrol Yesil Acik Orta Koyu kafein kafeik asit  klorojenik
asit

Grafik 3. Kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde pro apoptotik Bax geninin ifadelenme diizeyi.
Colo-205 hiicrelerinin ekstreler ve standart maddelerle 24 saat inkiibasyonu sonrasinda

Kaspaz 9 geninin ifadelenme diizeyi, yesil ekstre ile tedavi grubu hari¢ tiim gruplarda anlaml

derecede artis gostermistir (Grafik 4).
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Grafik 4. Kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde Kaspaz 9 geninin ifadelenme diizeyi.

Colo-205 hiicrelerinin ekstreler ve standart maddelerle 24 saat inkiibasyonu sonrasinda
Kaspaz 3 geninin ifadelenme diizeyi yesil ekstre, kafein ve klorojenik asit ile tedavi gruplari

hari¢ diger tiim gruplarda anlaml1 derecede artis gostermistir (Grafik 5).

18

167 KASPAZ 3

Kontrol Yesil Acik Orta Koyu kafein kafeik asit  klorojenik
asit

Grafik 5. Kahve ekstreleri ve standart maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde Kaspaz 3 geninin ifadelenme diizeyi.

Colo-205 hiicrelerinin ekstreler ve standart maddelerle 24 saat inkiibasyonu sonrasinda
Kaspaz 8 geninin ifadelenme diizeyi tiim gruplarda anlamli derecede artis gostermistir (Grafik
6).
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Grafik 6. Kahve ekstreleri ve standart

maddeleri ile 24 saat tedavi sonrasi colo-205
hiicrelerinde Kaspaz 8 geninin ifadelenme diizeyi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kahve tiim diinyada en yaygin tiiketilen igeceklerin basinda gelmektedir. Tim kiiltiirlerde
farkli sekillerde hazirlanan kahve igecekleri sicak ya da soguk olarak tiiketilmektedir. Kahve
ayrica uzun yillardan bu yana fizyolojik etkileri bakimindan da kullanilmaktadir.

Son yillarda kahvenin etkileri lizerinde g¢aligmalar da hizla artmaktadir. Epidemiyolojik
calismalar kahve tiikketiminin ¢esitli kanser tiplerini, tip II diyabet, Alzheimer, Parkinson ve
karaciger hastaligi risklerini azalttigin1 6ne siirmiistiir. Bunun yanisira laboratuvar hayvanlari
kullanilarak yiiriitiilen deneysel karsinogenez c¢alismalarinda kahve bilesenlerinin
antikarsinojenik aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Kahvenin bu tip fizyolojik etkilerinden
zengin fenolik bilesiminin sorumlu oldugu da yapilan ¢alismalarda yer almaktadir.

Bu proje kapsaminda da farkli kavrulma tiplerinin hem fenolik bilesime hem de icildikten
sonra barsaklarda gelisen kolon kanseri iizerine olan etkileri incelenmistir. Projede kahve
cekirdekleri yesil, acik, orta ve koyu olmak tizere dort farkli kavrulma derecesinde
hazirlandiktan sonra su ile ekstre edilmis ve hem kimyasal bilesimleri hem de kolon kanseri
izerine olan etkileri hiicre kiiltiiriinde denenmistir.

Ekstre verimlerine bakildiginda genel olarak yakin olmasina ragmen en yiiksek verim koyu
kavrulmus cekirdeklerden (%24) elde edilmistir. Ekstrelerin kimyasal bilesimleri ters faz
yliksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.1.). Trigonellin, 3-metil
pridinyum, nikotinik asit, klorojenik asit, kafeik asit ve kafein standart olarak kullanilmistir.
Yapilan kalitatif ve kantitatif analizlerde yesil ¢ekirdeklerde ana bilesen olarak klorojenik asit
(%28.0) bulunmustur. Kavrulma derecesine bagli olarak fenolik bilesikler hizla bozunmaya
ugramistir. Bu nedenle klorojenik asit de hizla bozunarak koyu cekirdeklerde eser miktarda
(%0.3) rastlanmistir. Kafein 1s1 ile etkilenmemi ve tiim ¢ekirdeklerde yaklasik %9 oraninda
bulunmustur. Yesil ¢ekirdeklerde %6.4 oraninda bulunan trigonellin ise yine kavrulma ile
azalmakta ve 3-metil pridinyuma doniismektedir. Bu nedenle kavrulma ile trigonellin miktari

azalirken 3-metil pridinyum miktari ise artmistir.

« PCR analizlerinde;
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Farkli derecelerde kavrulmus kahve c¢ekirdeklerinden elde edilen ekstrelerle Colo-205
hiicrelerinin muamelesi sonucunda, kahve ¢ekirdeklerinin kavrulma derecesi arttikga anti-
apoptotik Bcl-2 geninin inhibe oldugu, buna karsilik Kaspaz 8, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
genlerinin ise aktive olduklar1 gériilmiistiir. Bu degisimler sonucunda hiicre apoptotik 6liime

gitmektedir.

Kahve ¢ekirdeginde bulunan fitokimyasallardan olan kafein, kafeik asit ve klorojenik asit ile
Colo-205 hiicrelerinin muamelesi sonucunda ise, ¢alisilan tiim aktif bilesiklerin anti apoptotik
Bcl-2 genini inhibe ettikleri, pro apoptotik Bax geni ifadelenme diizeyini ise degistirmedikleri
goriilmiistiir. Yine, calisilan tiim aktif bilesiklerin Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 genlerini aktive
ettikleri, buna karsilik secilen li¢ saf bilesikten sadece Kafeik asitin Kaspaz 3 genini aktive
ettigi, kafein ve klorojenik asitin ise Kaspaz 3 geninin ifadelenme diizeyini degistirmedikleri

gorilmistir.
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