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OZET

Amac: Bir bitki polifenolii olan Tannik Asit (TA)’in antikarsinojenik,
antioksidan, antimikrobiyal, antiallerjik ve antiinflamatuar aktiviteleri vardir.
Bununla birlikte simdiye kadar, serviks kanserinde TA’in antikanser
aktivitesinden sorumlu kesin bir mekanizma heniiz agik¢a tanimlanamamustir.
Bu caligmanin amaci, insan serviks kanser hiicre hattinda (HeLa) TA’in
sitotoksik etkisi incelemek ve bu etkide oksidatif stresin roliinii aragtirmaktir.

Yontem: Hiicreler, 24 saat boyunca 25 ila 400 pM arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda tannik asite maruz birakildi. Hiicre canliligi, XTT testi ile
degerlendirildi ve 238.5 uM IC50 degeri ile onemli sitotoksisite gosterdi.
Hiicrelerdeki toplam antioksidan (TAS) ve toplam oksidan (TOS) seviyeleri
ticari kitler ile 6l¢iildii.

Sonuclar: Tannik asit, HeLa hiicrelerinde indiiklenen oksidatif stres nedeniyle
anlamli sitotoksisite sagladi (p < 0.05).

Anahtar kelimeler: Hiicre canliligi, HeLa serviks adenokarsinom, kanser,
tannik asit.

ABSTRACT

Objectives: Tannic acid, a plant polyphenol, is known to have anti-carcinogenic,
anti-oxidant, anti-microbial, anti-allergic, anti-inflammatory activities.
However, a precise mechanism responsible for the anti-cancer activity of TA in
cervix cancer has not yet been clearly described. The aim of this study is to
examine the cytotoxic effect of TA in human cervix cancer cell line (HeLa) and
to investigate the role of oxidative stress in this effect.

Method: Cells were exposed to different concentrations of tannic acid ranging
from 25 to 400 uM for 24 h. Cell viability was assessed by the XTT assay and
showed significant cytotoxicity with an IC50 value of 238.5 uM. Total
antioxidant (TAS) and total oxidant (TOS) levels in cells were measured with
commercial Kits.

Results: Tannic acid provided significant cytotoxicity due to oxidative stress
induced in HelLa cells (p < 0.05).

Keywords: Cancer, cell viability, HeLa cervical adenocarcinoma, tannic acid.
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GIRIS

Kanser, cevresel ve genetik faktorlerin
etkisi altinda hiicrelerin siirekli kontrolsiiz
sekilde cogalmalar1 sonucu gelisen Sliimciil
bir hastaliktir.® Hastaligin ortaya ¢ikis
insan viicudunda herhangi bir bodlgeden
baslayabilir. Olusan hiicreler siirekli ve
kontrolsiiz boliiniir, tiimor olusumu baslar
ve ilerler.2® Diinyada her yil on bir milyon
kisiye kanser tanis1 konmakta ve
giinlimiizde 25 milyon kanser hastasi
oldugu bilinmektedir. Kanser kaynakli
Olimler  diinya  genelindeki  Oliim
nedenlerinin basinda yer almakla birlikte,
meme ve serviks kanseri kadinlarda en ¢ok
goriilen  iki  kanser  tliri  olarak
tanimlanmistir.*® Serviks kanseri, rahim
agz1 alt bolgesinde (servikal alan) goriilen
bir kanserdir. Bu kanser tiirii oldukca yavas
gelismekte ve belirtisiz donem yillarca
stirebilmektedir. Serviks kanseri gelistikce
goriilen belirtiler, adet aras1 kanama,
menopoz sonrast kanama gibi anormal
vajinal kanamalar goriiliir.%

Son yillarda kansere kars1 verilen miicadele
ile yeni tedavi secenekleri ortaya ¢ikmistir.
Bu tedavilerde goriilen dnemli gelismelere
karsin hala kanserli hiicrelerin hayatta
kalma yetenegi tedavideki ana zorluklardan
biridir.” Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
gibi geleneksel tedaviler hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak olumsuz yan
etkiler ve kemoresistans gelisimi bu
tedavilerin sinirlayict faktorleridir. Bu
nedenle, kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in
son derece giivenli ve etkili bilesiklerin
bulunmasina acil ihtiyag¢ vardir.® Oksidatif
stres, serbest radikallerin artmasi ile
biyolojik sistemde prooksidanlarla
antioksidanlar ~ arasindaki dengenin,
prooksidanlar  lehine  bozulmasi ile

olusmaktadir®® Hiicre i¢i savunma

sistemlerinin yeterli olamadigi durumlarda,
oksidatif stresin tanmiminda belirtildigi
tizere, reaktif oksijen bilesikleri (ROB) ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulur,
dolayisiyla oksidan hasara duyarli DNA,
protein, Kkarbonhidratlar ve lipitler gibi
hiicresel makromolekiiller zarar goriir.
Kanser tedavisinde kullanilan ajanlar ile
hiicresel hedeflere saldirabilen ¢ok sayida
serbest radikal aciga ¢ikmakta, bunlar da
oksidatif  stresi  indiikleyerek  timor
hiicrelerini 6ldiirmektedir.t? 16-20

Tanenler ¢ay, yesil cay, kahve, kirmizi
sarap, Uzliim, findik ve diger bitkisel
{iriinlerin dogal bilesenleridir.?*?? Bitki
kaynakli polifenolik tanenler (500-3000
Da), hidrolize olabilen ve yogunlastiriimig
tanenler olarak iki gruba ayrilabilir. Yaygin
olarak tannik asit olarak adlandirilan
hidrolize edilebilir tanenlerin,
antimutajenik, antimikrobiyal, antialerjik,
antiinflamatuar ve antikarsinojenik etkileri

vardir.21%

Bu ¢alismanin amaci, tannik asitin serviks
kanseri hiicre (HeLa) hattinda sitotoksik
etkinligini incelemek ve sitotoksisitenin
altta yatan mekanizmalarin1 aragtirmaktir.

MATERYAL ve METOD

Hiicre hatt ve hiicre kiiltiirii

HeLa (CCL-2) serviks adenokarsinom
hiicre hatti  Amerikan Tipi  Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC, Manassas, VA,
USA) temin edildi ve % 10’luk Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA), % 1’lik
penisilin/streptomisin (Sigma Aldrich Co.,
St Louis, MO, USA) ve % 1’lik L-glutamin
iceren DMEM'de (Thermo  Fisher
Scientific, Altrincham, UK) kiiltiire edildi.
Uygun kosullar saglanarak inkiibatorde (37
°C ve % 5 COz ile nemlendirilmis atmosfer
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ortami1) bekletildi. Hiicreler %80-90
yogunluga ulasinca pasajlandi. Uc defa
pasajlama yapildiktan sonra hiicreler 96’11
plate her kuyucuktaki hiicre yogunlugu
1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Tannik asit (Sigma-Aldrich), DMSO i¢inde
¢ozindirildi ve %0.4’lik nihai DMSO
icerigi ile muamele edilmeden once kiiltiir
ortaminda seyreltildi.

Hiicre canlilik degerlendirmesi

Hiicre canliligi, XTT testi (Roche
Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Baslangigta Hela serviks
adenokarsinomu hiicreleri oyuk basina 100
puL DMEM icinde 1 x 10* hiicre
yogunlugunda 96 oyuklu plaklara ekildi ve
24 saat inkiibe edildi. Hiicreler kontrol
grubun ve ilag grubu olarak siniflandirildi.
Kontrol grubuna herhangi bir uygulama
yapilmadu. Tlag grubundaki hiicreler, 24 saat
boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (25; 50;
100; 200 ve 400 uM) tannik asit
uygulanarak inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyondan sonra 96’I1 plaka gikarilip
oyuklar fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. Daha sonra tiim kuyucuklara fenol
kirmizist igermeyen 100 uL DMEM ve 50
pL XTT soliisyonu ilave edildi ve ardindan
plakalar 4 saat 37 °C'de tutuldu. Absorbans
degerleri, 450 nm'de bir ELISA mikro plaka
okuyucu (Thermo Fisher  Scientific,
Altrincham, UK) kullanilarak tespit edildi.
Tiim deneyler ii¢ kez gerceklestirildi ve
hiicre canliligi, kontrol grubuna (tedavi
uygulanmamus hiicreler) kiyasla canli hiicre
ylizdeleri olarak ol¢iildii.

Hiicre homojenatlarinin hazirlanmasi

Her grubun hiicreleri steril tiiplere alindu.
Siipernatan, 2000 rpm'de yaklasik 10 dakika
santrifiij  edildikten sonra  ¢ikarild.
Tiiplerdeki hiicreler, hiicre
stispansiyonunun PBS (pH: 7.4) ile yaklagik
1  milyon/ml hiicre konsantrasyonuna

seyreltilmesiyle siispanse edildi. Hiicreler,
i¢c bilesenlerin disar1 ¢ikmasina izin veren
tekrarlanan  donma-¢oziilme  dongiileri
tarafindan hasar gordii. 4°C sicaklikta
hiicreler 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edildi. Stipernatanlar daha sonra toplandi ve
biyokimyasal  analize  tabi  tutuldu.
Orneklerdeki toplam protein seviyeleri,
Bradford protein analiz kiti (Merck
Millipore, Darmstadt, Almanya)
kullanilarak belirlendi.

Toplam Antioksidan Durumu (TAS) ve
Toplam Oksidan Durumu (TOS) 6l¢timii
Tannik asit uygulanmis ve uygulanmamis
HelLa hiicrelerinde toplam antioksidan
durum (TAS) ve toplam oksidan durum
(TOS) 6l¢iimii Tannik asit ile tedavi edilmis
ve tedavi edilmemis Hela hiicrelerinde
TAS ve TOS degerleri Total Antioxidant
Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostics,
Turkey) ve Total Oksidan Durum Test Kiti
(Rel Assay Diagnostics, Turkey) ile
arastirildu.

Istatistiksel analiz

Sonuglar, ortalamanin (SEM) ortalama =+
standart hatas1 olarak ifade edildi. Veri
analizleri Windows i¢in SPSS Siirtim 23.0
ile yapilmistir. Veriler, tek yonli bir
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
degerlendirildi. Deney gruplar1 arasindaki
farkliliklar1 belirlemek i¢in post hoc Tukey

testi kullanildi
ve P <0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

SONUCLAR

Tannik Asitin Sitotoksisite Uzerine Etkisi
Tannik Asitin HeLa serviks adenokarsinom
hiicreleri  {lizerine  sitotoksik  etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla XTT hiicre
canliligi  testi yapildi. Calismamizda
kullandigimiz ~ konsantrasyon  onceki
caligmalarda tannik asitin in vitro ortamda
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kullanilan konsantrasyonlar1 arastirilarak
400 uM olarak belirlenmistir. Sekil-1 de
gosterildigi gibi tannik asitin HelLa serviks
adenokarsinom hiicreleri iizerine 400 uM
anlamli bir sitotoksik etki yaratmistir (p<
0.05) (Sekil 1).

Tamnilk Al
]“t B Eaontrid
& 12 . Tannik Asit
£
E ]
g
,I P
= e

Kenfral I5 50 100 00 400
Konsantrasyon (M)

Sekil 1. Tannik Asitin HelLa serviks kanseri hiicre
canliligy iizerine etkileri. Degerler ortalama + SEM
olarak sunulmustur (*p<0.05 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda).

Hiicrelere uygulanan tannik asitin IC50
degeri ise; 238.5 uM olarak belirlendi.
Belirlenen doz ile hiicrelere uygulandi
(Sekil 2).

Tannik Asitin TAS ve TOS Seviyelerine
Etkisi

Hiicreler, tek doz (238.5uM) tannik asit ile
muamele edildi ve 24 saat inkiibasyona
birakildi. Sekil 3'te gosterildigi gibi, tannik
asit, tedavi edilmemis kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda HeLa hiicrelerinin TAS
seviyeleri degismedi (p > 0.05; Sekil 3A).
Ayrica, HelLa hiicrelerinin TA ile 24 saat
onceden inkiibe edilmesi, kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla TOS seviyelerini 6nemli
Olciide arttird1 (p < 0.05; Sekil 3B).

3 - - - g . <
¥ 7 .
. \ .
A - 4 : -
A L g
@ ¥

Sekil 2. Kontrol hiicreleri ve Tannik asit ile tedavi edilen hiicrelerin mikroskop goriintiileri. A ve C; kontrol
hiicreleri, B ve D; tannik asit (238.5 uM) ile tedavi edilen hiicreler.
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Sekil 3. HeLa hiicrelerinde tannik asidin TAS (A) ve
TOS (B) seviyelerine etkisi. Degerler ortalama +
SEM olarak sunulmugstur (*p<0.05 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda).

TARTISMA

Karsinogenez, normal bir hiicrenin
neoplastik bir hiicreye donilisme siirecidir.
Bu gecis, baslama ile baslayan ve ardindan
terfi ve ilerleme ile devam eden birkag
adimi igerir. Eksojen ajanlarin veya endojen
faktorlerin neden oldugu genetik ve
epigenetik degisiklikler, hiicresel
homeostazdan sorumlu genlerde mutasyon
ve epimutasyonlarin birikmesine yol acar.
Boylece kanser gelisimi, gen-gevre
etkilesimlerini igerir. Ayrica oksidatif stres
ve inflamasyon Kkarsinogenezde Onemli

roller oynamaktadir.?*

Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotik  ajanlar, tedavide
zamana bagl tiimor direnci gelisimi ve
normal hiicrelere karsi spesifik olmayan
toksisite gibi onemli yan etkileri vardir. Son
yillarda yapilan pek ¢ok ¢alisma Tannik asit

dahil olmak iizere bitki polifenollerinin,

kars1

ilaca direngli tiimorleri cesitli
mekanizmalar  yoluyla  kemoterapiye
duyarli hale getirebildigini ve ayrica

terapiyle iliskili toksisitelerden koruyucu
olabildigini  gostermektedir.”®  Ayrica
sadece tannik asit uygulamasinin antikanser
etkinligi ve olas1 etki mekanizmalar1 da
arastirilmaktadir.

TS (pmed 0 equivalent'Ly

&
i

-
i

(L

B Kealrol
B Tasmik Asit (T3R5 M)

-
I

Foomtrol Tannik Asi

Coruplar

Karakurt ve ark., yaptiklart caligmada
tannik asitin prostat kanser hiicreleri (PC-3
ve LNCaP) iizerinde proliferasyon,
metastaz ve invazyon etkisini
incelemislerdir. TA ile tedavi, migrasyonu,
invazyonu ve prostat kanseri hiicreleri
tarafindan koloniler olusturma kabiliyetini

onemli olgiide inhibe ettigini
bildirmislerdir.?® Sanchez-Carranza
yaptiklari calismada Caesalpinia
coriaria'dan izole edilen TA, insan

hepatoma Hep3B hiicrelerinde G2/M faz
hiicre dongiisii durmasini indiikledigi ve
mikrotliblil  stabilizasyonu ile hiicre
oliimiinii  tetikledigini  bulmuslardir.?’
Kolon kanseri hiicre hatlarinda (DLD1,
HCT-116 ve FHC) iizerine yapilan bir
caligmada ise, TA'nin piruvat kinaz PKM2
aktivitesini inhibe ettigini ve ardindan hiicre
proliferasyonunu baskiladigini
gostermislerdir. Bu nedenle TA’in, PKM2
inhibitori olarak gorev yapan
molekiillerden  biri  olabilecegini ileri
siirmiislerdir.?® Bizim calismamizda benzer
sekilde tannik asitin serviks kanseri
iizerinde antiproliferatif etki gosterdigi
sonucuna ulagilmistir.

Mhlanga ve ark., TA'nin insan hepotama
kanser hatti olan HepG2 hiicre hattinda
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) diizeylerini arttigini
ve antioksidan enzim ekspresyonunun asagi
regiile oldugunu gostermislerdir.?® Bizim
calismamizda da benzer sekilde TA’in
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oksidatif stresi artirdign gorildi. Her iki
caligmanin TA'nin
konsantrasyona bagli olarak antioksidan
veya pro-oksidan gibi davranabilecegine
dair daha onceki
dogrulamaktadir.®

SONUC

sonuglari,

Onerileri

Genel olarak, tannik asit, indiiklenmis
oksidatif stres yoluyla HelLa hiicrelerinde
anlamli sitotoksisite saglar. Bununla
birlikte, serviks kanseri tedavisi i¢in bir
antikanser ilac1 olarak tannik asitin
potansiyelini degerlendirmek icin daha
fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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