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OZET
SERVIKAL KANSERDE RESVERATROL’UN APOPTOZDAKI ROLU
Selin DEGIRMENCI
Biyokimya Anabilim Dali Anadolu Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eyliil 2022
Danisman: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Kanser, normal genlerin mutasyona ugrayarak, islevlerinin bozulmasi ya da tamamen
kaybolmasi sonucu ortaya g¢ikan hastalik tiirlerinden biridir. Rahim agzi1 kanseri, kadinlar
arasinda en sik goriilen ikinci kanser tiirii olup kadin saghigi icin biiyiikk bir tehdit
olusturmaktadir. Kemoterapdtik ajanlar, hiicrelerin biyokimyasal siireglerini degistiren,
dogrudan ya da dolayli yollardan hiicrenin ¢ogalmasini engelleyen ve timoér gelisimini
baskilamak gibi belirtileri kontrol altina almak amaci ile kullanilan biyokimyasal bilesiklerdir.
Cisplatin, rahim, meme, testis ve beyin kanseri gibi pek ¢ok kanser tlrline karsi siklikla
uygulanan bir kemoterapdtik ajandir. Dogal bir antioksidan olan Resveratrol (RSV) kanser
hiicreleri lizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bircok
calisma, dogal iirlinler ve kemoterapi ajanlariin birlikte kullaniminin kemoterapi ajanlarinin
duyarliligin1 ve sitotoksisitesini artirabilecegini de gostermistir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda,
CDDP ve RSV’nin kombinasyon halinde kullaniminin, HeLa servikal kanser hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkileri ele alinmistir. CDDP ve RSV’nin Hela hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaci ile MTT yontemi kullanilmistir. MTT sonuglar
dogrultusunda CDDP ve RSV’nin ICso degerleri sirasiyla 30+12 uM ve 60+16 uM olarak
hesaplanmaistir. Elde edilen ICso degerlerinin yiizdeleri {izerinden kombinasyon 50 (KM50) (15
UM CDDP, 30 uM RSV) ve kombinasyon 40 (KM40) (12 uM CDDP, 24 uM RSV) olmak
tizere CDDP ve RSV kombinasyonlar1 olusturulmustur. CDDP, RSV ve kombinasyonlarin
hicreler (zerindeki apoptotik etkileri, Annexin-V FITC/PI, kaspaz-9 yontemleri ile
belirlenmistir. Annexin-V FITC ile calisilan yontemde, 60 uM RSV’nin Hela hiicresine
uygulandigi grup, CDDP’ye ve kombinasyonlara gore daha yiiksek oranda apoptoza neden
olmustur. HeLa hiicrelerinde (%83,8) negatif kaspaz-9, (%16,0) pozitif kaspaz-9 aktivitesi
gozlemlenmistir. CDDP ve RSV ayri ve kombine uygulamalarinda pozitif kaspaz-9
ylzdelerinde diisme meydana gelmistir. Sonug olarak diisiik doz CDDP ve RSV igeren KM50
ve KM40 kombinasyonlari, apoptotik 6liimii indiikleyerek HeLa hticre buylmesini sinerjistik

bir sekilde inhibe etmistir.

Anahtar Sozcukler: Cisplatin, Resveratrol, HeLa, Apoptoz.



ABSTRACT

THE ROLE OF RESVERATROL IN CERVICAL CANCER IN APOPTOSIS
Selin DEGIRMENCI
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, September 2022
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Cancer is one of the types of diseases that occur as a result of the normal genes being
mutated and their functions impaired or completely lost. Cervical cancer is the second most
common type of cancer among women and poses a great threat to women's health.
Chemotherapeutic agents are biochemical compounds that change the biochemical processes of
cells, prevent the proliferation of cells directly or indirectly, and are used to control symptoms
such as suppressing tumor development. Cisplatin is a chemotherapeutic agent that is frequently
applied against many types of cancer such as uterine, breast, testicular and brain cancer.
Resveratrol (RSV), a natural antioxidant, is known to have antiproliferative and apoptotic
effects on cancer cells. Many studies have also shown that the combined use of natural products
and chemotherapy agents can increase the sensitivity and cytotoxicity of chemotherapy
agents.In this thesis, the apoptotic effects of CDDP and RSV in combination on HeLa cervical
cancer cells were discussed. MTT method was used to determine the cytotoxic effects of CDDP
and RSV on Hela cells. Based on the MTT results, the IC50 values of CDDP and RSV were
calculated as 30+12 uM and 60£16 uM, respectively. Combinations of CDDP and RSV were
formed based on the percentages of the IC50 values obtained, as combination 50 (KM50) (15
1M CDDP, 30 uM RSV) and combination 40 (KM40) (12 uM CDDP, 24 uM RSV). Apoptotic
effects of CDDP, RSV and combinations on cells were determined by Annexin-V FITC/PI,
caspase-9 methods. In the method studied with Annexin-V FITC, the group in which 60 uM
RSV was applied to HeLa cell caused a higher rate of apoptosis than CDDP and combinations.
Negative caspase-9 activity (83,8%) and positive caspase-9 activity (16,0%) were observed in
HeLa cells.A decrease in the percentages of positive caspase-9 occurred in separate and
combined treatments of CDDP and RSV. In conclusion, combinations of KM50 and KM40
containing low dose CDDP and RSV synergistically inhibited HeLa cell growth by inducing
apoptotic death.

Keywords: Cisplatin, Resveratrol, HeLa, Apoptosis.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama analiz ve
bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanim Anadolu Universitesi
tarafindan kullanilan bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve hicbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi

oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS

Insanlan fiziksel, sosyal ve psikolojik olarak etkileyen, bu tiir faktérlerden dolay:
yasam kalitesini ciddi anlamda diisiiren bir¢cok hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklarin
basinda kanser gelmektedir. Kanser en basit tanim itibari ile hiicrelerin kontrolsiiz sekilde
cogalmalari olarak tanimlanabilir. GUn gectikce daha yaygin gorilmesi var olan istatiksel
verilerle desteklenmektedir. Morbidite ve mortalite riskinin yiiksek olmasi sebebiyle

Onemi gittikge artan bir hastalik olmaya baslamistir.

Kanser gelisimine sebep olan bazi etkenler bulunmaktadir; bunlarin baginda,
sigara dumani ve katraninda bulunan kimyasal ve karsinojenik ajanlar, agir metaller,
radyasyon, giines 1s1gindan gelen zararli ultraviyole 1sinlar olarak siralanabilir. Ayrica,
giiniimiiz sartlar1 dolayisiyla antioksidan bakimindan zengin gidalarin yeterince
tiiketilmemesi sonucu hiicre savunma mekanizmalarinin zayiflamasi ve buna bagli olarak
hiicre hasarinin olusumundan dolay1 kanser gelisimi 6n goriilebilir hale gelebilir. Kanser,
diinyamizda ve iilkemizde %22’lik goriilme ile kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci O0liim nedeni haline gelmis bulunmaktadir. 2000’li yillarin basinda diinyada 6
milyon insanin kanserle miicadele ettigi bildirilmistir. Oniimtizdeki yirmi yilda bu sayinm
12 milyona ulasacagi istatiksel sonuglara dayali bir 6n goriilme s6z konusudur. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) ve Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerine goére 2030 yilinda 24
milyon insanin kanser ile miicadele edecegi, 17 milyon insanin ise kanserden yasamini

kaybedecegi tahminler dogrultusundadir.

Servikal kanser (rahim agz1 kanseri), dinyada kadinlar arasinda gorilen en yaygin
ikinci kanserdir. 2020 verilerine gore Diinya capinda 604.127 serviks kanser tanisi
konulmustur. Ulkemizde ise 2020 yilinda 60.674 vaka sayis1 bulunmaktadir. 2020
yilindan 2040 yilina kadar tahmini yeni vaka say1s1 58.945 olmasi 6n goriilmektedir (http-
1). Serviks kanseri goriilme siklig1 agisindan Tiirk popiilasyonunda onuncu sirada yer
almaktadir (Gokcge, 2011). Servikal kanserin tedavisinde gliniimiizde kullanilan ilaglar
genellikle ¢ok toksiktir ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu durum da kanser
tedavisi sirasinda hastaya zarar vererek hayatta kalma sansini azaltmaktadir. Bu nedenle

giivenli, etkili ve diisiik toksisiteye sahip antikanser ilacin belirlenmesi arastirmacilarin

ilgisini cekmektedir (Qin vd., 2018).



Kanserin 6liim nedenleri arasinda bu kadar iist siralarda olmasi ve yasam kalitesini
en alt seviyelere tagimasi sebebiyle bircok molekiiler, genetik, biyokimya arastirma
laboratuvarlarinda arastirmacilarin 6ncelikli hedefi bu hastaliga ¢c6zim bulmak olmasidir.
Bircok kanserli hastada kesin ¢6ziim bulmak i¢in yogun arastirmalar devam etmektedir.
Fakat hastalifin seyrini diizeltebilmek, hastanin yasam siiresini uzatmak ve hayat
kalitesini bir nebze arttirmak bile ¢ok onemlidir. Bu nedenle aragtirmacilar, tedaviye
yonelik pek c¢ok farkli ¢alismalar yapmaktadir. Farkli maddeler kullanilarak kanser
tizerindeki etkilerini yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Insan saglhgi, yasam siiresi ve
yasam Kalitesini arttirmak i¢in yapilan bu konudaki ¢alismalar cok populer hale gelmistir.
Kanserle micadelede kemoterapi haricinde cerrahi operasyon veya radyoterapi de tek
basina ya da birlikte kullanilmaktadir. Klinikte, farkli antikanser ilaglar tek basina veya

kombine olarak hastalara uygulanmaktadir.

Resveratrol (trans -3,5,4'-trihidroksistilben), gesitli bitkilerin yani sira 6zellikle
asma tarafindan sentezlenen bir stilben fitoaleksindir. Resveratrol {iziim ve kirmizi
sarapta yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve antioksidan etkisi yapilan caligmalar
neticesinde iyi bir sekilde belirlenmistir (Bosquesi vd., 2020). Resveratrol, insan
sisteminde diisiik bir toksisiteye sahip, genis ¢apta ¢alisilmis bir stilben bilesigi olmasinin
yani sira, kanser ilerlemesi ile dogrudan baglantili birkac yolu modiile ettigi de yapilan
calismalar dogrultusunda belirlenmistir. In vitro ve in vivo kanser ¢alismalar1 sonucunda,
resveratroliin proapoptotik 0zellikleri indlklemesi ve hiicre proliferasyonu, anjiyogenezi
inhibe ettigini gosterilmistir (Chatterjee ve Burns, 2018).

Cisplatin (cis-diamindikloroplatin II), yaygin olarak kullanilan bir kemoterapotik
ilagtir. Germ hiicreli tiimorler, lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak tizere cesitli bircok
kanser tlrlerine karsi etkili oldugu birtakim arastirmalar neticesinde belirlenmistir.
Cisplatinin etki sekli, DNA'daki piirin bazlariyla capraz baglanmasi yetenegiyle
baglantilidir; DNA onarim mekanizmalarina miidahale etmesi, DNA hasarina neden
olmasi ve ardindan kanser hiicrelerinde apoptozu indiklemektedir. Ancak cisplatinin
bircok istenmeyen yan etkileri bulunmaktadir. Bunlar, hastalarda bobrek sorunlari,
enfeksiyonlara kars1 bagisikligin azalmasi, kanama ve isitme kayb1 gibi nedenlerdir. Bu
tlr yan etkilerden dolay: cisplatin diger ilaglarla kombine edilebilir ve kombinasyon
tedavilerinin, ila¢ direncinin iistesinden geldigi toksisiteyi azalttig1 yapilan caligmalar

sonucunda biiyiik 6l¢iide kabul edilmistir ( Dasari ve Tchounwou, 2014).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dasari%20S%5BAuthor%5D

Yukarida bahsedilen bilgiler dogrultusunda, bu tez calismasit kapsaminda,
resveratroliin tek bagina ve servikal kanser tedavisinde kullanilan bir antikanser ilag olan
cisplatin ile kombine halde serviks kanser hiicre (HeLa) hattindaki olasi sitotoksik
etkisinin 3-(4,5- Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) ve apoptotik
veriler dogrultusunda degerlendirilmesi acisindan Annexin V-FITC, Kaspaz-9

aktivitelerinin incelenmesi, hesaplanmasi ve degerlendirilmesi amaglanmuistir.

1.1.Kanser

Kanser kelimesi latincede yenge¢ anlaminda gelen “carsinos” ya da “carsinoma”
kelimelerinden tiiretilmistir. Tiimor terimi ilk defa MO. 3yy’da bir témiiriin etrafinda
olusan sismis damarlar1 yengecin bacagina benzettigi igin Hipokrat tarafindan kullanilmis
ve Yunan bir doktor olan Galen ise sisme anlamina gelen “oncos” terimini kullanmistir

(Baykara, 2016).

“Kanser kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada ikinci en yaygin 6lim
nedenidir. Kanser, hiicrenin sagkalimini, poliferasyonunu ve farklilagmasini yoneten
kontrol mekanizmalarindaki kayip ile tanimlanan bir hastalik tiirtidiir (Chu ve Sartorelli,
2014)”. Canlilarin temel yap1 tasi hiicrelerdir ve hiicreler enzimler, hormonlar canlinin
ihtiyacina gore diizenli bir sekilde biiylir, ¢ogalir, yaslanir akabinde Oliirler. Cesitli
etkenlere maruz kalmis hiicreler diizensiz ve kontrolsiiz bir sekilde devamli olarak

biiyiirler, cogalirlar ve 6lmezler (Topal vd., 2009).

Kanser htcrelerinin hepsi, DNA dizisinin anormallikleri ile olusmaktadir.
Kanser hastaliginin %10 ila %15’inin, kaliimsal oldugu evebeynlerden gelen genlerle
aktarildigi, geriye kalan yiizdelik dilim ise canli hiicrelerdeki DNA’nin mutajenlere
maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar
olusmasi seklinde bildirilmisti (Yokus ve Cakir, 2012). Kanser hiicreleri bir araya gelerek
tiimorleri olustururlar ve olusan tiimorler herhangi bir nedenden dolay1 ayrilirsa, kan ve

lenf dolagimut ile viicudun diger bolgelerine taginabilirler.



1.1.1. Kanserin Tammlayic1 Ozellikleri

Kanserin normal hiicrelere gore farkliliklari;

e Hiicre yiizeyindeki reseptdrler normal hiicrelere gore daha sik sinyaller alirlar.

e Kendi sinyal sistemleri oldugu i¢in kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalirlar.

e Siirekli olarak boliinme ve gogalmaya devam edebilirler.

e Warburg etkisi ad1 verilen bir mekanizmaya sahiptir. SOyle ki; saglikli ve normal
hicreler her tipte besinleri kullanabilirken kanser hiicreleri glukozdan gelen

glukozu kullanabilirler. Normal hiicrelere oranla sekeri 100 kat daha fazla kandan

alirlar ve laktat lireterek enerji saglarlar.

e Yeni damar sistemleri olusturarak, gerekli besin ve oksijeni almak i¢in ¢evredeki

stromayi etkilerler.

e Telomeraz aktivitesini koruyarak veya telomerlerini sabitleyerek sonsuz replike

olup ¢ogalabilirler.

e Dolagim sisteminin igine girip bir baska yere hareket edebilirler ve bdylece yeni

bir yere yerleserek orada kanserlesmeyi baslatabilirler (Metastaz).

e Apoptoza ugramazlar.

e Genetik ve epigenetik olarak stabil halde degildirler (Baykara, 2016).

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
srdirilmesi

enerji
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dlime
direng

yeni damar
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kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

Sekil 1.1. Kanser hucrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).



1.1.2. Serviks Kanser

Rahim agzi kanseri, gelismekte olan iilkelerde kanser insidansinda yer almaktadir
ve dinya genelinde kadinlarda en sik gortlen kanser turudur (Jiang, vd., 2022).
GLOBOCAN 2020°nin tahmini verilerine gore ~604.127 rahim agz1 kanseri vaka sayisi
bildirilirken ~341.831 o6lum gergeklestirildigi gosterilmistir. Bahsedilen bu tahmini
verilerin akabinde 2040 yilinda tahmini veri vaka sayis1 ~847.306 ve tahmini yeni 6lim
sayist ~524.214 olarak bildirilmistir(http-1). Rahim agzi kanserinin ortalama goriilme
yas1 52 olarak bildirilmis olup, 35-39 ve 60-64 yas araliginda goriilme siklig1 zaman
gectikce artmaktadir (Gokge, 2011). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan
yapilan arastirmalardaki verilere gore, 50 yil sonra kansere bagli Oliimlerin ikiye

katlanacagi beklenmektedir (Moga vd., 2016).

Serviks kanseri, jinekolojik neoplazi olup 6ltimcildir ve kadinlari ireme ¢aginda
etkilemektedir (Kamzol vd., 2012). Serviks kanserin en 6nemli risk faktorleri human
papillomovirus (HPV), insan immin yetmezlik virtsu (HIV) ve son olarak klamidya
enfeksiyonlar1, kotli ve yetersiz beslenme, ¢ok fazla sayida gebelik durumu, sigara ve

ailesel genetik dykiisii olarak bildirilmistir (Kog vd., 2013).

Insan papilloma viriisii (HPV) cinsel yolla bulasan yaygin bir enfeksiyon tiiriidiir
ve serviks kanserinin birincil nedeni olarak tanimlanmustir. Insan papilloma viriisii (HPV)
vulva, serviks, vajina, penis ve aniis bolgelerinde kalici olarak infeksiyona ve akabinde
kansere neden olmaktadir (Senol, 2019). HPV, parvoviriis ailesindendir ve ¢ift sarmalli
zarfsiz bir DNA virtisudiir. insan papilloma virtistiniin 200°den fazla tipi vardir fakat HPV
tip 16 ve 18 serviks kanserin yaklasik olarak %70 ila %80’nini olusturmaktadir (Martel,
vd., 2017).

1.1.1.1. HeLa Hiicre Hatt1

HeLa hiicre hatti, 1951 yilinda geng bir Afro-Amerikali hasta olan Henrietta
Lacks'den alinan ve ailenin izni olmadan kullanilan rahim agzi kanseri hiicrelerinden
kurulmustur (Gilgenkrantz, 2014). Henrietta Lacks 1951 yilinda serviksin agresif
adenokarsinomundan Olmiistiir. Henrietta Lacks’in oliimiinden 20 yil sonra, HeLa
hiicrelerinin diger hiicre diziliminlerini kontamine ettigi ve asir1 biiylime gosterdigi

bildirilmistir (Akgal1, 2010). HeLa hiicrelerinin 6liimsiiz oldugu Henrietta Lacks’in



6limuinden 20 yi1l sonra anlasilmistir. Stanley Gartley Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection, ATCC) 1966 yilinda, 20 insan hticresinin iginden 18
tane hiicrenin kromozomal ve biyokimyasal olarak HeLa hiicreleri ile tamamen ayni
oldugu belirlenmistir. ATCC kayitlarina gore Afro-Amerikali’larda gézlemlenen A tipi
glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi gostermektedir ve saklama agamasinda
HeLa hiicreleri diger hiicreler ile kontaminasyona ugradigini bildirmislerdir. Bu bilgi
verileri 15181inda Nature dergisi tarafindan 1968 yilinda yayinlanmistir (Akgali, 2010).

Hela hicreleri epitel karakterli bir morfoloji gdstermektedir ( Gilgenkrantz, 2014).

Sekil 1.2. HelLa hiicrelerinin mikroskobik gérinimu

Sekil 1.3. Hela hiicresinin mikroskobik gériinimi (100X)



1.2. Apoptoz

[lk kez Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972 de tanimlanmistir. DNA’s1 hasar
gbérmiis, biyolojik olarak gorevini tamamlamis, yapisal elemanlar1 zarar gérmiis dokulara
ve hiicrelere zarar vermeyecek bi¢cimde ortadan kaldirilmasini gergeklestiren ve genler
aracilig ile kontrol altinda tutulan, gergeklesmesi icin enerjiye ihtiya¢ duyulan programli
bir hiicre 8lumudur (Dincgel ve Kul 2016). Canlinin kendi otonom mekanizmasi tarafindan
diizenlenen; yaslanmis, zarar gérmiis ve istenmeyen hiicrelerin iz birakmadan ortadan

kaldirtlmasi yani 6ldiiriilmesi “apoptoz” olarak tanimlanir (Kaya, 2012).

“Apoptozis, Yunanca’da “aga¢ yapraklarmin dokiilmesi” anlamina gelmektedir. Ilk kez
1972 yilinda Kerr tarafindan “mitozun karsit anlami1” olarak tanimlanmistir (Kerr, 2014)”.
Embriyonik donemden baslayarak yasam boyunca immun sistem, gastrointestinal ve deri
gibi bir¢ok sistem mitoz hiicre 6liimii ve apoptozis arasindaki miitkemmel bir denge ile
saglanmaktadir. Organ biiylikliikleri acisindan incelendiginde karacigerin biiyiikligi
strekli olarak sabit haldedir. Bu s6z konusu denge apoptozis ve mitoz arasindaki hassas

bir iligki ile saglanmaktadir (Dingel ve Kul, 2016).

1.2.1. Apoptotik Hicrede Meydana Gelen Morfolojik Degisiklikler

Hicrede, apoptoz sinyali aldiktan sonra bir takim biyokimyasal ve morfolojik
degisimler gdzlenmektedir. Oncelikle hiicre kiigiilmeye baslar ve hiicre iskeleti dagilip
cekirdek zari erir, cekirdek DNA’s1 ise parcalara ayrilir (Giiles ve Eren, 2008). Tim
stireglerin sonunda hiicre ¢ok sayida ve farkli boyutlarda apoptotik cisimciklere ayrilir.
Apoptoz sonucunda meydana gelen bu cisimler makrofajlar ya da parankimal hiicreler
araciligr ile fagositoza ugrayarak ya da epitel ylizeylerden dokiilerek viicuttan
uzaklastirilir (Bkz. Sekil 1.4.). Son basamak olarak, fagositozu gerceklestiren hiicrenin
lizozomu tarafindan apoptotik cisimciklerle birlikte ¢ekirdek ve sitoplazma kalintilari

otoliz ile sindirilir (Irgit, 2021).
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Sekil 1.4. Apoptoz gériilen bir hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (Irgit, 2021)

1.2.2. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptozis hazir olan hiicrelerde primer olarak baslatabilirler ya da sekonder olarak
geligebilirler. Hiicre dig1 uyaranlar olarak; Tiimor Nekroz Faktor (TNF), ndron biyume
faktori (NGF) insulin benzeri buyume faktéri (IGF) IL-2 gibi maddelerin ortam
sartlarinda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyonlar, ilaglar, ¢esitli antijenler dnemli bir
yere sahiptirler. Fas/FasL sFas proteinleri, virlslerde hicreyi apoptozise goturar.
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen birgok gen bulunmaktadir (bkz. Tablo 1.1).
Hiicre ici uyaranlar ise; sitokinler, kalsiyum miktarinda artis tomiir nekroz fator, P53’{in
aktive olmasi,viral bakteriyel enfeksiyonlar, glukokartikoidler ve antijenlerin yer aldigi

bildirilmistir (Kaya, vd., 2012).

Tablo 1.1. Apoptozis ve Genler (Aksit ve Bildik 2008)

Apoptozisi Baskilayan Genler /Apoptozisi Indiikleyen Genler
e Bcl-2 grubundan; e Bcl-2 grubundan;
BHRL-1, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik, Hrk 1
mcl-, Al
e c-abl geni e Cc-myc
e Ras onkogeni e p53,p21
e  CoOzlnebilir fas o fas (CD95/AP01)
EADD/MORT, RIP, FAST
e p35  interlokin déniistiiriici enzid benzeri proteinler
(ICE)
e A20 e LOH (MTS1/CDK41)




Apoptoz mekanizmalart olduk¢a kompleks ve enerji bagimli molekiiler
kaskadlarla iliskilidir. Apoptoz {i¢ farkli yolakla gergeklesmektedir. Bunlar ekstrinsik,
perforin/granzim ve intrinsik yolaklardir. Yolaklar birbirleri ile iliskilidir ve bir yolaktaki

molekiil diger bir yolagi da etkilemektedir.

Kaspazlar apoptozu ve inflamasyonu kontrol eden sistein proteaz enzimlerdir.
Kaspazlar apoptozu hem baslatip hem de durdurabilirler (Rahmanian vd., 2016). Kaspaz-
2,8,9,10 baslatici, kaspaz-3,6 ve 7 sonlandirict kaspazlardir (Pistritto vd., 2016).
Kaspazlar normalde inaktiftirler ama apoptoz ve inflamasyon durumlarinda dimerize
olarak aktif forma gecerek apoptozu baslatirlar (Shalini vd., 2015). Ekstrinsik yolaktaki
baslatici kaspazlar, prokaspaz 8 ve 10, intrinsik yolaktaki baglatici kaspaz ise prokaspaz-
9’dur. Kaspaz-8 hem ekstrinsik hem de intrinsik yolagi aktive edebilmektedir
(Madencioglu, 2020). Apoptoz esnasinda, kaspazlar spesifik substratlar1 parcalarlar ve
akabinde hiicre biizigmesi, kromotinlerin yogunlasmasi DNA fragmantasyonu ve plazma
membran kabarmasi gibi biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin birgoguna aracilik
ederler. Bu tiir nedenlerden dolayi, aktive edilis kaspazlarin tespiti bir¢ok hiicre tipinde
cesitli uyaranlar tarafindan apoptoz i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanirlar

(Coskun ve Ozgiir, 2011).

1.2.2.1.Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolakta apoptoz hiicre dist ve hiicresel seviyede olusan c¢esitli
sinyallerle tetiklenebilir (Grell vd., 1994). Ekstrinsik yolak, 6lum reseptori olarak da
bilinmektedir. Hiicre ylizeyindeki Oliim reseptorleri araciligi ile baslamaktadir.
Bahsedilen 6lum reseptorleri timor nekroz faktér (TNFR) slper ailesine ait homotrimer
yapida transmembran proteinlerdir (Johnson vd., 2015). Bu 6liim reseptorleri, TNFRI1-
TNF a, FAS, FasL, TRAILR1(DR-4)-TRAIL, TRAILRR (DR-5)-TRAIL’dir. Bahsi
gecen 6lum reseptorleri kendisine uygun liganti stimule ederler (Pistritto, vd., 2016). En
fazla bilinen ligantlar arasinda FasL/FasR, TNFo TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2/DR4 ve
Apo2/DRS ligandlaridir (Elmore, 2007). Reseptorler ligantin stimiile olmasiyla birlikte
oligomerizasyon ve konformasyonel degisiklige ugrarlar ve akabinde sitoplazmik 6liim
domaini olustururlar. Olusan 6liim domaini sonraki asamada Olim domaini igeren
proteinlerle etkilesime geger (Madencioglu, 2020). Prokaspaz-8’e baglanan 6lum proteini
ile ligantlar 61im indlkleyici sinyalizasyon kompleksini olustururlar (Pistritto vd., 2016).

Apoptozun son basamagi kaspaz-8’in aktive olmasiyla gergeklesir (Elmore, 2007).
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Ekstrinsik hiicre 6liim mekanizmasinda en iyi olan reseptorler Fas reseptorii ve
TNF reseptoru-1°dir. TNFR-1 Fas sitolozik 6liim kism1 (death domain) bulunduran TNF
reseptor ailesine dahildir. TRAIL, TNF ailesinin bir diger iiyesidir ve hiicrede DR4 ve
DR5 reseptorlerine baglanirlar. Bu reseptorlere baglanmasi sonucunda FasL’ye benzer
sekilde apoptoz mekanizmasinin hizli bir sekilde ydrittilmesinde rol alirlar (Yildirim vd.,
2012).

1.2.2.2.Perforin/ Granzim Yolag:

T-hiicre aracili sitotoksisite ve perforin-granzim bagimli 6liimiiniin gergeklestigi
apoptotik yolaktir. T- hiicre ekstrinsik yolak onciiliiglinde tetikleyicidirler (Elmore,
2007).

Perforin-granzim yolagi granzim A ya da granzim B ile apoptozu indikleyebilir.
Granzim A yolu tek iplikli olan DNA hasar1 aracilig1 ile paralel olan, kaspaz bagimli
hiicre 6liim yolunu tetikler ve aktive eder (Ers6z vd., 2012). Granzim B yolagi, kaspaz-
3’lin parcalanmasi ile baslar. DNA’nin fragmantasyonunu, c¢ekirdek proteini ve hiicre
iskeletinin pargalanmasi, apoptotik yapi olusumu, protein capraz baglanmasi, fagositik
hiicreler tarafindan yutulma basamaklarini igerir (Martinvalet vd., 2005). Granzim A
apoptozisi uyaran ve kaspaz bagimsiz yolu aktive eden T hiicrelerinde de 6nemlidir.
Granzim A aktivasyonu DNAaz NM23-H1 vasitasiyla DNA nicking’i aktive ettiginde bir
timor slipresor gen iretilir (Fan vd., 2003). Endoplazmik retikulum iliskili (SET)
proteinler, NM23-H1 genini inhibe eder. SET kompleksini granzim A proteaz pargalar ve
akabinde NM23-H1 ‘in inhibasyonunu serbest birakir. Bu durumda apoptotik olan DNA

parcalanmasina yol agar (Ersoz, 2012).

1.2.2.3. intrinsik Yolak

Dogrudan hiicre ici reseptorlere etkisi olan ve reseptdrlerden bagimsiz olarak
uyarilarin farkli bir diizenini igerir. Intrinsik ya da mitokondriyal yol olarak da adlandirilir
(Ersdz, 2012). Intrinsik yolak DNA hasari, ER stresin ve gelisimsel ipuglari gibi gesitli
hiicresel streslere yanit olarak aktive edilir (Silke vd., 2013).

Intrinsik yolakta en &nemli rol oynayan proteinler; Bcl-2 proteinleridir. Bcl-2 ailesi

proapoptotik hem de antiapoptotik fonksiyonlara sahiptirler. Bahsedilen Bcl-2 ailesi
10



proteinleri mitokondriyal yolak i¢in diizenleyici proteinlerdir ve en 6nemlisi, etkilesimleri

hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegini belirler ( Gokhan vd., 2020).

Bcl-2 proteinleri en az bir adet Bcl-2 homoloji (BH-1,2,3 ve 4) bolgelerine
sahiptirler. Gorevlerine gore; apoptoz inhibitorleri (Bcl-2, BcIXL, Bel-W, MCI-1, Bcl-B
ve Al) apoptoz uyarici olarak (Bak, Bax, Bok ve Bcl-XS) sadece BH-3 boélgesine sahip
olarak apoptoz dizenleyici (Bad, Bid, Bik, HrK, Bim, Bmf, Noxa ve puma) toplam 12
ana gruptan olugmaktadir (Burz vd., 2009). Bu bahsedilen proteinler, mitokondri dis
membranda Bax ve Bak proteinlerinin dimerleserek por yapisini olusturmasini engellerler
ve apoptoz inhibisyonu saglanir. Apoptozu diizenleme gorevi olan Bcl-2 proteinleri

inhibitor proteinleri olan Bax ve Bak ile etkilesimi engellerler (Burz vd., 2009).
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Sekil 1.5. I¢ (mitokondri) ve Dis (6liim reseptérii) Apoptotik Sinyal Yollar: (Kumar, 2005)
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1.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar, spesifik bir sistein proteaz ailesidir ve apoptotik hiicre 6liimii programi
hiicrenin yok edilmesi i¢in kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanir (Silke vd., 2013).
Kaspazlar apoptoz sirasinda aktive olan ve hiicreyi iceriden sdokmeyi devam eden
zimojenler (inaktif dénct enzimler) olarak ifade edilir (Creogh vd., 2003). Kaspaz gen
ailesi iki ana alt gruptan olusmaktadir. Bunlar; inflamatuvar kaspazlar ve apopototik
kaspazlardir. Apoptotik kaspazlarda kendi i¢lerinde baslatici ve uyarict kaspazlar olarak
iki alt gruba ayrilirlar. Kaspazlar hiicrelerin kaderinin belirlenmesi, bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi, hiicresel cogalma ve farklilasma i¢in apopototik sinyallerin uyarilmasi ve
iletilmesinde merkezi rol oynayan kaspaz-kaskad sistemi olustururlar. Olusturulan bu
kaspaz-kaskad sisteminin aktivasyonu ve islevleri, apoptoz proteini (IAP), FLICE, kapoin
Ca*2 inhibitorii gibi diizenleyici molekiiller tarafindan diizenlenir (Chowdhury vd., 2008).

Kaspaz-9 aktivasyonu, boliinme yerine dimerizasyon ile uyarilir. Kaspaz-9’un
apoptozom igerisindeki dimerizasyonu biiylik ve kiiciik alt birimleri birbirine baglama
islevinden baglayic1 dongiisiiniin hareket ettigi ve bélinme meydana gelmeden aktif
bolgeye yerlestigi bildirilmistir. Kaspaz-9’un dimerizasyonu kaspaz-9’u (P35/P12)
ireterek hizli otokatalitik bir boliinmeye yol agmaktadir (Balkan vd., 2017). Kaspaz-9
yasam boyunca onarilmaz hiicrelerin, proliferatif hastaliklar1 inhibe etmek i¢in
vazgecilmez bir yoldur. Kaspaz-9 gelisme asamasinda erken apoptotik evreye goturerek
hiicreleri ortadan kaldirir (Murray vd., 2008).

1.3.Serbest Radikaller

D1s yoriingesinde ¢ift olusturmamais bir elektron bulunan reaktif bilesiklere serbest
radikaller denir. Vucutta indirgeyici ve yukseltgeyici olarak davranabilirler. Cunki diger
molekullerden elektron alabilirler ya da elektron verebilirler (Valko vd., 2007). Serbest
radikaller reaktif olduklar1 gibi kisa dmiirliidiirler. Normal bir metabolizmanin devami
olarak ya da hiicrede enerji liretimi i¢in gerekli olan bir dizi reaksiyon tarafindan
uretilmektedirler (Bylund vd., 2010). Serbest radikaller (i¢ sekilde meydana gelir. Bunlar;
kovalent bagli normal bir molekulin, herbir par¢asinda ortak olan elektronlardan birisinin
kalarak homolitik boliinmesi, normal molekiiliin elektron kaybina ugramasi, normal olan

bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi olarak bildirilmistir (Valko vd., 2007).
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Meydana gelen radikaller membran lipitlerine, nlikleik asitlere ve proteinlere etki
ederek bu makromolekiillerin yapilarin1 ve fonksiyonlarmi degisiklige ugratirlar ve

akabinde hiicresel hasarlar meydana gelir (Ozcan vd., 2015).

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynaklar tarafindan meydana
gelmektedirler. Oksijen molekuliinin kismi indirgenmesinden reaktif oksijen tirleri
(ROS) olan hidroksil (OH-) radikali ve stiperoksit iyonu (O?) olusmaktadir. ROS hiicresel
islemlerin yan {iriinii olarak iiretilmektedir (Carocho vd., 2013). Baslica reaktif oksijen
tiirleri stiperoksit radikali (O-2), hidroksil radikali (OH-) ve hidrojen peroksit (H202)
olarak bildirilmistir. Hidrojen peroksit prooksidan olup bahsedilen ilk iki reaktif oksijen
turd ise serbest radikaldir (Ozcan vd., 2015).

1.4. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasini engellemek, ROS’un meydana getirdigi
hasarlar1 6nlemek amaciyla hiicrede detoksifikasyonu saglamak i¢in viicutta gérev yapan
savunma sistemlerine “antioksidan” adi verilir (Cift¢i, 2017). Hiicre iginde iiretilen
antioksidanlar yani endojenler, farkli bolgelere farkli etki mekanizmalariyla serbest
radikalleri kontrol altina alir. Endojen antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), redukte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)’dir (Ezer, 2019).

Serbest radikalleri yok etme yetenegine sahip antioksidanlar birincil derecedeki
antioksidanlardir. Toplayici, baskilayici, zincir kirict1 ve onarici etkisi olan ikincil
antioksidanlar serbest radikal olusumunu engellemektedir. ikincil olan antioksidanlar
oksidan radikalini yakalayip radikal zincir reaksiyonlarini kiran vitamin C, vitamin E,
hemoglobin, seruloplazmin, albiimin, bilirubin, Grik asit ve polifenol gibi bilesikler olarak
bildirilmistir (Altan, Dingel ve Koca, 2006).

1.4.1. Resveratrol
Resveratrol dogal olarak olusan bir bilesiktir ve kanser dahil bir¢cok hastaligin
onlenmesi ve tedavisi i¢in bir¢ok arastirma yapilip calisilmistir. Fareler {izerinde deri

kanseri modelinde 1997'de yapilan bir ¢alismada topikal olarak uygulanan resveratroliin

fareleri timor olusumundan korudugunu gosterilmistir.
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Harvard Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan galigsmalarda bilim insanlari
yasam1 uzatan ila¢g olarak bildirdikten sonra resveratroliin popiilerligi iyice artmustir.
Yapilan bu ¢alismalar neticesinde resveratroliin farkli organ ve dokularda etkili oldugu
bildirilmistir. Akabinde resveratrol etkilerinin arastirilmasiyla; antikanser aktivite
gosterdigi, yasami uzatma etkisi, kalbi koruyucu etkisi, platelet agregasyonunu inhibe
edici etki, antiinflamatuar aktivitesi, damar gevsetici etkisi ve antioksidan etkisi oldugu
ortaya konulmustur (Ergin ve Yaylali, 2013).Resveratroliin, antioksidan enzimlerin
aktivitesini arttirdig1 ve akabinde gen ekspresyonlarini degistirerek hiicreleri oksidatif
stresten korudugu bildirilmistir. Tiim bu etkilerinin haricinde idrarla protein atilimini,
oksidatif stresi ve bobrek fonksiyon bozukluluklarinda iyilestirici etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir. Ayrica resveratrol, kemorezistans mekanizmalarini asarak ¢ok sayida
direncli kanser hiicresini anti kanser ilaglara kars1 duyarl hale getirdigi yapilan birgok

calismada ortaya konulmustur (Almatroodi vd., 2022).

1.4.1.1.Resveratroliin Kimyasal yapisi

Resveratrol kimyasal yapi olarak trans-3,5,4-trihidroksi stilben yapida olup
birbirine etilen kopriisii ile baglanmig iki fenolik halkadan olusmaktadir. Resveratrol
etanol ile ¢ozunebilir bir ozelliktedir (Dybkowsko vd., 2018). Resveratroliin iki
geometrik izomeri bulunmaktadir. Bunlar, trans- ve cis- izomerleridir.(Bkz. Sekil 1.6)
Bahsedilen bu iki izomer birbirine benzerlik gosterirler fakat ; trans- cogunluk olarak
Uzumde bulunur cis- ise kirmizi sarap da daha yogun olarak gozlemlenmektedir (Yeung
vd., 2019).

Glu-O OH
T
HO. OH X
P
e »
OH
trans-Resveratrol cis-Resveratrol trans-Resveratrol-3-0-B-D-glukozit

(Piseit, Polidatin)

Sekil 1.6. Trans-resveratrol, cis-resveratrol ve piseit formiilii (Giindogdu vd., 2021)
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Resveratrolin major formu olarak bilinen glikozit trans-resveratrol-3-O-p-D
glikozittir. Resveratroliin bahsedilen bu formu “piceid” veya “piceatannol” olarak da

adlandirilir (Gupta vd., 2014) (Bkz. Sekil1.7).

HO
HO ‘ Z
resveratrol OH
o HO
g v OH O
HO" [ ‘OH OH

OH
piceid piceatannol

Sekil 1.7. Resveratrol ve tlirevleri, piceatannol ve piceid'in kimyasal yapisi (Komorowska vd., 2021)

In vitro ve in vivo ortamlarda yapilmis olan ¢alismalarda, resveratroliin anti-kanser
etkisi, hiicre dongilisii ve apoptoz yolaklar1 ile etkilesime girdigi gosterilmistir.
Resveratrol apoptotik etkisini; aktivator protein 1 (AP-1), survivin ve siklooksijenaz-2
(COX-2) inhibisyonu ve bununla beraber p53 yolaginin aktivasyonu gibi etkileri
neticesinde gerceklestirilmektedir. Resveratrol, p53, FoxO ve AFT3 gibi kanserin
baslatilmasinda rol oynayan trankripsiyon ve biiylime faktorlerinin etkisini bastirarak
kanserin ilerlemesini Onledigi bildirilmistir. Resveratroliin; kolon, meme, akciger,
karaciger, kolorektal kanser dahil olmak Uzere ¢esitli kanser tlrlerini etki ettigi ve kanser
tiirlerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Kim vd., 2003; Fulda ve Debatin, 2006;
Madencioglu, 2020; Ozdemir vd., 2021).
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1.5.Cisplatin

Cisplatin ilk defa 1970 yilinda Escherichia coli’nin biiylime inhibitorii olarak
kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda antikanser etkisi farkedilerek testis, serviks, bas ve

boyun gibi bir¢ok kanser tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Cetintas ve Eroglu,
2013).

Cisplatin veya cis-dimminedichlorplatinum(ll), iyi bilinen kemoterapdttik bir
ilagtir. Karsinomlar, germ hiicreli tiimorler, lenfomalar ve sarkomlar olmak Gzere birgok
kanser tiirlerine kars1 etkilidir (Dasari ve Tchounwou, 2014). Cisplatin, DNA’ya zarar
veren bir anti kanser ilacidir ve hiicresel DNA ile reaksiyona girerek iki islevli etkiler
olusturmaktadir. Cisplatin iki Klorlr gruptan birini sulandirir ve DNA’ya kovalent olarak
baglanir, daha sonra DNA eklentileri olusturarak hiicre igerisinde aktive olur (Sever,
2018). Cisplatin diisiik klorilir konsantrasyonu ile hidrolize olmaktadir. Bu elektrofilik
olan hidrolize cisplatin, nukleik asitlerin azot verici bolgeleri, proteinlerin stlfidril
gruplart gibi niikleofilik olan molekiiller ile etkilesime girmektedir ve bu etkilesimler

sonucunda hiicre oldukg¢a hasara ugramaktadir (Galluzzi vd., 2012).

Cisplatin bir¢ok kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak duyarl tiimdrlerin
cogu tedavi baslangi¢larindan sonra kazanilmis bir diren¢ gdstermektedir. Cisplatin
direncinin gelismesine neden olabilecek bazi faktorler; hiicrede ilag birikimi azalmasi,
stlfir iceren bazi bilesiklerin inaktivasyonu, apoptozda gorevli olan proteinlerin

ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler olarak bildirilmistir (Cetintas ve Eroglu,
2013).

Cisplatin, purinlerin N7 reaktif merkezine baglanarak DNA’da sarmal iginde ve
sarmallar aras1 ¢apraz baglar olusturur ve akabinde sitotoksik etkisini gostermektedir.
Olusan DNA hasart hiicre dongiisiinii G2 ve S fazinda durdurmakta ve niikleotit eksizyon
onarimi (NER) ve yanlis eslesme onarimi (MMR) gibi tamir mekanizmalarinin devreye
sokulmasini tetiklemektedir. Eger ki; DNA onarilmayacak kadar hasarli bir halde ise p53,
Fas, Chk2 proteinlerinin aktivasyonu saglamakta ve sonrasinda hiicre apoptoz

mekanizmasinin aktivasyonu ile 6lmektedir (Galluzzi vd., 2012).
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2. GERECLER

Resveratrol (Sigma-Aldrich — ABD); Cis-diaminplatinyum (11) diklorid (cisplatin)
(Sigma-Aldrich — ABD); Anneksin V-Floresanizotiyosiyanat (FITC)/Propidyum
Iyodiir (Becton Dickenson - ABD); Dimetilstilfoksit (DMSO) (Applichem - Almanya);
Disodyum fosfat (Na2HPO4) (Merck - Almanya); Etil alkol (Necm Kimya - Tirkiye);
Fetal sigir serumu (FBS) (Biochrom - Almanya); Sodyum pirtvat (Thermo Fisher
Scientific- ABD); MTT [(3-(4,5-dimetiltiyazol-2- il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdir]
(Applichem - Almanya); Penisilin- streptomisin solisyonu (Thermo Fisher Scientific —
ABD); Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck - Almanya); Sodyum bikarbonat
(NaHCO3z ) (Merck - Almanya); Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck - Almanya); Sodyum
klortr (NaCl) (Detsan - Turkiye); Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich —~ABD).

2.1.Kullanilan Cihazlar

Akim sitometri cihazi (Becton Dickinson FACS Aria I Cell Sorter — ABD), s1v1 azot
tanki (Taylor Wharton - Almanya); buzdolab1 (Argelik - Turkiye); derin dondurucu (-
20°C) (Arcelik No Frost-Tiirkiye); ultra diisiik sicaklikli dondurucu (Eppendorf U410
— Almanya); karbondioksitli (CO2’li) etiiv (Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240 —
ABD); distile su cihazi (Niive ND12 - Tiirkiye); Enzim Bagli Immunosorbent Yontem
(ELISA) okuyucu (BioTek ELx800 - US); UV-Vis spektrometre (Shimadzu UV-160A
- 25 Japonya); etiv (Nuve FN500 - Trkiye); floresan mikroskop (Leica DMI 4000B -
Almanya); hassas terazi (Ohaus AV264C - Isvicre); inverted mikroskop (Leica DM IL
LED - Almanya); laminar kabin (Steril Kabin) (Thermo Fisher Scientific Heracell 150i
— ABD); otoklav (ALP CL32L - Japonya); santrifiij (Thermo Fisher Scientific Heraus
Megafuge 1.0R — ABD); sterilizator (Nuve FN 500-Tdrkiye); su banyosu (Nuve BM
302 - Turkiye); vorteks (IKA Yellowline TTS2 - Cin); manyetik karistirict (Sigma
Aldrich Heidolph 3001 — ABD); ¢alkalayic1 (Biometra WT 17 — Almanya).
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2.2 . Kullanilan Laboratuvarlar ve Hiicre Hatt1

HeLa hiicre hatti, Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
ABD’dan temin edilmistir. Tezin deneysel asamasi Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakdltesi, Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda yapilmis olup, akis sitometri
calismalar1 Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji

Arastirma Laboratuvarin da gergeklestirilmistir.
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3. YONTEMLER

3.1. Hucre Kulturd Uygulamalar:

HeLa hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin igeren

MEM besiyerinde, %5 CO2 ve %95 bagil nem i¢eren inkiibatérde 37°C’de biiyiitiilmiistiir.

3.1.1.1.Hucrelerin Stoktan Cikartilmasi

Sivi azot tankindan ¢ikarilan hiicrelerin hizlica ¢oziinmesi saglanip santrifii
tiiplerine aktarilmigtir. 1300 rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
ist kisim (siipernatant) uzaklastirilip hiicre ¢okeltileri (pellet) besiyer ile siispanse
edilerek uygun goriilen flasklara ekimi yapilmistir. Siispansiyon 1:3 oraninda 10 mL
besiyeri iceren flasklara %5 CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatorde 37 °C’de

buyimeleri ve ¢ogalmalar1 saglanmistir.

3.1.1.2.Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Hicreler flask yuzeyini %75 -80 kapladiktan sonra besi ortami ortamdan
uzaklastirilip, hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kere yikanmistir. 1x
tripsin-EDTA ortama eklenerek hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. Flask yiizeyinden
kalkan hiicreler 10000 pL besi yeri kullanilarak santrifiij tiiplerine aktarilip 1500 rpm
devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant dokiilerek hiicre

cokeltileri tekrar besi yerinde siispanse edilmistir.

3.1.2.Etken Madde Dozlarinin Hazirlanmasi
3.1.2.1.Cisplatin

0,5 molar derisime sahip olan ana stok, toz halde bulunan cisplatinden 6,001 mg
tartilip 100 uL DMSO’da ¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20°C’de muhafaza

edilmistir. Deneylerde kullanilan cisplatin dozlari, 0,02 ve 0,002 M derisimli ara stoklar

kullanilarak, DMSO’nun %0,2’lik toksik dozu g6z 6niinde bulundurularak hazirlanmustir.
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3.1.2.2.Resveratrol

0,5 M derisime sahip olan ana stok, toz halde bulunan resveratrolden 11,40 mg
tartiip 100 uL. DMSO’da ¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20°C’de muhafaza
edilmistir. Deneylerde kullanilan resveratrol dozlari, 0,05 ve 0,005 M derisimli ara stoklar

kullanilarak, DMSO’nun %0,2’lik toksik dozu g6z 6niinde bulundurularak hazirlanmistir.

3.3. Sitotoksisite Testleri

3.3.1.1.Cisplatin ve Resveratrolilin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Maddelerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi kullanilmistir. MTT yontemi ucuz, hizli ve
uygulanmasinin kolay olusu sebebiyle, hiicre canliligmmin belirlenmesi amaciyla
arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir. Yontemin asli, normal sartlar altinda
sar1 renge sahip olan MTT’nin, hicre icerisinde bulunan oksidoredlktaz enzimleri
tarafindan indirgenerek suda ¢éziinmeyen, mor renkli formazan tuzuna doniistiiriilmesi

esasina dayanmaktadir.
3.3.1.1.1. MTT Yonteminin Uygulanmasi

Flasklarda uygun yogunluga ulasan hiicreler, her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin
ardindan cisplatin (CDDP) icin (100, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 10 uM) ve resveratrol
(RSV) i¢in olusturulmus olan 10 adet konsantrasyon (150, 120, 100, 90, 85, 75, 50, 30,
10 uM) 6 tekrar olacak sekilde kuyucuklara eklenmis ve plakalar 24 saat etiivde
bekletilmistir. 24 saatin ardindan her kuyucuga 5 mg/mL derisime sahip 20 uL. MTT
boyas1 karanlik ortamda eklenerek kuyucuklar 3 saat etiivde bekletilmistir. 3 saatin
ardindan besiyeri ve MTT boyas1 kuyucuklardan tamamen ¢ekilip, her bir kuyucuga
formazan kristallerinin ¢6ziilmesini saglamak amaciyla 150 uL DMSO eklenmis ve
plakalar 15 dakika boyunca ¢alkalayicida bekletilmistir. Calkalayicidan alinan plakalarin,
ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Olcimleri gergeklestirilmistir.
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3.3.1.2. Kombinasyon Dozlarinin Belirlenmesi ve Sitotoksik Etkilerinin

Arastirilmasi

Cisplatin ve resveratroliin I1Cso dozlarmin aym yiizdeleri (%100, 75, 50, 40, 30,

20, 10) kullanilarak dokuz adet kombinasyon olusturulmustur.

Ornegin denklem 3.1°de gosterildigi gibi % degerleri kullanilarak;

%50 Kombin = CDDP ICsp %50+ RSV Csp %50 (3.1)

Olusturulan bu kombinasyonlarin hiicreler {izerindeki inhibe edici etkileri MTT yontemi

ile belirlenmistir.

3.3.1.3. Kombinasyon indeksinin belirlenmesi

flag kombinasyonlarinda arastirilmas1 gerekilen 6nemli bir konu da ilaglarin
etkilesimlerinin belirlenmesidir. Bu amagla, CompuSyn programinda Chou-Talalay
metodu ile kombinasyon indeksi (CI) hesaplanmistir. Bu hesaplama sonucu ilaglarin

sinerjistik (CI1) etkiye sahip olduklari belirlenebilmektedir (Chou, 2010).

3.4. Apoptozun Belirlenmesi

3.4.1.1.Annexin V-FITC/PI Ydntemi

Apoptozun erken safhalarinda hiicre membraninda ¢esitli degisiklikler
ger¢eklesmektedir. Normal hiicrede, hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde yer alan ve zar
lipitlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunur. Fosfatidilserin (PS) ¢ift katmanli hiicre
zarinin i¢ tarafina konumlanmis olarak bulunur ve apoptoz kaskadini baslattiktan sonra
gozlemlenen ilk degisim, fosfatidilderin (PS)’nin, zarin dis tarafina yer degistirmesidir.
Bu yer degistirme, hiicre zar1 butlinlligiiniin bozulmadigi apoptotik hiicre 6liminiin erken
asamalarinda meydana gelir (Giiles ve Eren, 2008). Annexin V ise; Ca?" varliginda dis
zara ¢ikmis olan PS’ler ile baglanabilen bir proteindir. Annexin V proteini, floresan bir
madde olan floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale
getirilebilir. Nekrotik hiicrelerin yiizeyinde Annexin V baglanmas1 goriilebildiginden

ikinci bir boya olarak propidyum iyodiir (PI) eklenmektedir (Gtiles ve Eren, 2008).
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Propidyum iyodur (PI) kirmizi renge sahip floresan bir boyadir. PI, saglikli
hiicrelerin membranlarina gecemez fakat gec apoptotik ve nekrotik hiicrelerin dis ve

¢ekirdek zarlarindan gegerek DNA’ya baglanabilirler (Koopman vd., 1994).

Canli olarak kabul edilen hiicreler FITC Annexin V ve Pl negatiftir; erken
apoptozda olan hiicreler FITC Annexin V pozitif ve Pl negatif; ge¢ apotozda olan veya
zaten 6l olan hucreler hem FITC Annexin V hem de PI pozitiftir.

Annexin V-FITC, bir populasyondaki aktif olarak apoptoz gegiren htcrelerin
yuzdesini nicel olarak belirlemede kullanilir. Apoptozun erken evrelerinde hucrelerin
membran asimetrisini kaybetme 6zelligine dayanir. Annexin V-FITC hem de Pl igin

pozitif boyanan ya apoptozun son asamasidir, nekroz ge¢irmemistir ya da zaten 6liidiir.

3.4.1.1. Yontemin Uygulanmasi

HeLa hicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki
besiyeri tamamen ¢ekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlari
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin sonunda hucreler
soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan 1x tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmistir.
Kalkan hiicreler 1 mL besi ortami kullanilarak tiiplere aktarilmis ve 5 dakika boyunca
1400 rpm’de santrifiij edilmistir. Kit igeriginden ¢ikan ve 10X derisime sahip olan
baglanma tamponu (Binding Buffer), dH>O kullanilarak 1X’lik derisime getirilmistir.
Santrifiijiin ardindan tiiplerdeki slipernatant dokiilmiis ve her bir tiipe 100 pL baglanma
tamponu eklenip pipetlenmistir. Hi¢ boya eklenmeyen negatif kontrol grubu disinda her
tipe 5 pL FITC-Annexin V ve 5 pL PI boyast eklenmis ve tiipler karanlikta, oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. 15 dakikanin ardindan tiiplere 400 pL daha

baglanma tamponu eklenerek akim sitometri cihazinda analizleri gerceklestirilmistir.

3.4.1.2.Kaspaz-9 Yontemi

Kaspaz-9 aktif maddeyi tespit etmek icin tim reaktifleri icerir. Kaspaz-9, memeli

hiicrelerinde yiiksek duyarliliga sahiptir.
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Floresin (FITC)-LEHD-FMK spesifik bir inhibitdri saptamak i¢in kullanilir. Bu reaktif

hiicre gecirgendir, toksik degildir ve hiicreye geri doniisiimsiiz olarak baglanir.

Kaspazlar, bir dizi bolinmeye aracilik eden aspartata 6zgii sistein proteazlarin bir
ailesini olusturur. Aktif olamayan proenzim oligomerize reseptére alinmasi kaspaz
aktivasyonuna yol agar. Bu aktif enzimler daha sonra diger kaspazlar1 pargalayabilir ve

boylece kaspaz Uretilebilir.
3.4.1.2.1. Yontemin uygulanmasi

Negatif kontrol igin islem gérmemis bir numune hazirlanir. Negatif kontrol,
IuL/mL’de Z-VAD-FMK inhibitorii kullanilarak hazirlanir. HeLa hiicreleri,her
kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve plakalar 24
saat etlivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki besiyeri tamamen ¢ekilerek
CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlar1 kuyucuklara eklenmis ve 24 saat
inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin sonunda hiicreler soguk PBS ile iki kere yikanip
ardindan 1x tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmistir. Kalkan hiicreler 1 mL besi ortami
kullanilarak tiiplere aktarilmis ve 5 dakika boyunca 1400 rpm’de santrifiij edilmistir.
Yaklasik 1.10° ml konsantrasyonda flow tiiplerine hiicreler ekilir ve 300puL medium
konulur. Her tiipe 1UL FITCH-LEHD-FMK eklenir ve %5 CO. ve 37 ° C’lik bir
inhibitorde 30-60 dK inkiibe edilir. Hiicreler 3000 rpm’de 5 dk santrifiijden sonra
siipernatant atilir. Pelette kalan hiicrelerin {izerine 0,5 Ml yikama tamponu eklenir. Bu
islemler bir kez daha tekrarlandiktan sonra 1 saat buzda bekletilip BD Accuri cihazinda

Olglim yapilmistir.
3.5. Istatistiksel Analiz

MTT deneylerinde her bir grup i¢in dort kuyucuk kullanilmis ve deneyler 3 kere
tekrarlanmigtir. Deney sonuglari, kontrol gruplarinin canlilik degerleri %100 kabul
edilerek hesaplanmistir. Hesaplanan degerlerin istatistiksel yonden anlamliliklari,
GraphPad Prism 9 programi kullanilarak tek yonlii varyans (one-way ANOVA) analizi

ile gergeklestirilmistir.

23



4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgulari

4.1.1. Cisplatin ve Resveratrolun Sitotoksik Etkileri

CDDP ve RSV’nin 24 saatte HeLa hiicre canliligina etkileri belirlenmistir (Bkz.
Sekil 4.1, 4.2). Elde edilen veriler ile maddelerin 1Cso degerleri sirastyla 30+12 pM ve

60£16 uM olarak hesaplanmustir.

150
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Sekil 4.1. Cisplatin konsantrasyonlarimin 24 saat sonucunda HeLa hiicre canliligina etkisi (kontrole gore;
™p<0,001, **p <0,01, *p <0,05).

MTT deneyi sonucunda, cisplatinin HeLa hiicreleri iizerine uygulanmasindan
sonra I1Cso degeri 30 uM olup canlilik oran1 %50,12 *dir.
MTT deneyi sonrasinda 6lciilen absorbans degerleri Graphpad Prism 9 programinda ONE
ANOVA yontemi ile tekrarli karsilagtirma ile analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri;
p>0,05 fark yok, p<0,05* fark var, p<0,01** dnemli derecede fark var, p<0,001***,
p<0,001****olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.1°de istatistiksel degerlendirme sonuglari

verilmistir.
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Cisplatinin, 20 uM dozu haricinde uygulanan tim dozlar1 24 saat inkiibasyon
sonrasinda HeLa hiicre canliliginda istatiksel olarak 6nemli bir azalisa neden olmustur
(Sekil 4.1.). 10, 25, 30, 40, 50, 60, 70 UM konsantrasyonlarinda HelLa hiicre canlilig1
sirastyla %47,63, %66,14, %60,89, %50,12, %41,7, %36,14, %17,18, %22,09 olarak
bulunmustur. Bu % canlilik oranlarindaki konsantrasyona bagli azalis maddesiz kontrol
hlcre canlilik oranina goére 25 uM; p <0,01, 30 uM; p<0,001, 40 uM; p<0,001, 50 uM; p
<0,01, istatiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.1).

-
a0
T

-
(=1
o

*kk

KEkKkx

*kkk kkk

Hiicre Canlihg %

%))
o

*kkk

de gk

o

|
0 10 25 40 60 85 105120 160200

Resveratrol
Konsantrasyon pM

Sekil fﬁ; Resveratrol konsantrasyonlarmin 24 saat sonucunda Hela hiicre canliligina etkisi (kontrole
gore; p<0,0001, ™"p<0,001, "p <0,01, *p <0,05)

MTT deneyi sonucunda, resveratroliin HeLa hiicreleri iizerine uygulanmasindan
sonra I1Cso degeri 60 uM olup canlilik oran1 %49,92’dir.
Resveratroliin HeLa hiicreleri lizerinde yaptigimiz calismada, 25 uM dozu haricinde
uygulanan tiim dozlar1 24 saat inkiibasyon sonrasinda HeLa hiicre canlilifinda istatiksel
olarak dnemli bir azalisa neden olmustur. (Sekil 4.2.). 10, 25, 40, 60, 85, 105, 120, 160,
200 pM konsantrasyonlarinda HelLa hucre canlilig: sirasiyla %72,84, %98,02, %63,74,
%49,92, %51,09, %32,16, %23,58, %12,02, %2,19 olarak bulunmustur. Bu % canlilik
oranlarindaki konsantrasyona bagli azalis maddesiz kontrol hicre canlilik oranina 10
uM; p<0,001, 40 uM; p<0,0001, 60 uM p<0,001 85 uM; p<0,001, 105 uM; p<0,0001
160; p<0,0001, istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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4.1.2. Kombinasyon indeksi bulgulari

CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlarinin sitotoksisite verilerine dayanarak,

kombinasyon indeksi hesaplanmistir ve bunun i¢in CompuSyn programi kullanilmistir.

HeLa hiicre hattindaki kombinasyonlarin apoptoz iizerine etkilerinin belirlenmesi igin
%40 (KM40), %50°1ik (KM50) ve %100 canlilik gosteren (30 uM CDDP + 60 uM RSV)
kombinasyonlar1 deneylerde kullanilmak tizere segilmistir (Tablo 4.4; Sekil 4.3)

Tablo 4.1. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin sitotoksisite verileri kullanilarak hesaplanan
kombinasyon indeksleri.

1Cso YUzdesi CDDP RSV Cl
%100 30 60 0,86892
%75 22,5 45,0 0,60316
%50 15,0 30,0 0,23682
%40 12,0 24,0 0,18945
%30 9,0 18,0 0,05026
%20 6,0 12,0 0,03351
%10 3,0 6,0 0,00973

100% 75% ©50% @40% @30% @20% @10%

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Kombinasyon Indeksi

0,2

0,1

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Sekil 4.3. Cisplatin, Resveratrol ve kombinasyonlarin HeLa hiicre hattinda sitotoksisite verileri
kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksileri (CI<I (Sinerjist), CI=1 (Aditif), CI>1 (Antagonist)

4.2. Apoptoz Bulgulari
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4.2.1. Annexin V-FITC/PI

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda HeLa hucreleri Gizerindeki

apoptotik etkileri, akig sitometri cihaz ile belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Cisplatin ve resveratrolin 1Cso dozunun ve [CDDP+RSV] kombinasyonlarimin, 24 saat
sonucunda, HelLa hiicreleri tizerindeki apoptotik etkileri (Kontrol grubu, CDDP IC50 dozu [30 uM], RSV
IC50 dozu [60 pM], KM50 kombinasyon dozu [15 uM CDDP + 30 pM RSV], KM40 kombinasyon dozu

[12 UM CDDP + 24 uM RSV]
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Tablo 4.2. Akuim sitometri cihazindan alinan grafiklerde, hiicrelerin alanlara gore dagilumi (canh
(Annexin-V 7PI, Q3), erken apoptoz (Annexin-V + /PIl, Q4), ge¢ apoptoz (Annexin-V + /PI+, Qe nekrotik
(Annexin-V 7PI+, Q1)).

Gruplar Q1 Q2 Q3 Q4
KONTROL %22  %I11,1 %86,2 %0,5
CISPLATIN (30uM) %0,3 %17,3 %79,7 %2,7
RESVERATROL (60 uM) %1,4 %28,9 %66,9 %2,8
CIS-RSV (12 pM- 24 uM) %2,3 %14,3 %83,0 %0,4
CIS-RSV (15 uM-30 pM) %0,7 %10,6 %87,3 %1,4

HeLa hiicre hatti {izerinde tek basina ve CDDP ve RSV kombinasyonlarinin
apoptotik etkilerinin kantitatif tespiti i¢in analizler akis sitometrisi kullanilarak yapildi.
Analizde canli apoptotik ve nekrotik hiicreleri tanimlamak ig¢in PI ve Annexin V-FITC
kullanildi. Kontrol grubu olarak hi¢cbir muamele gérmemis HeLa hiicreleri kullanildi. 24
saat sonra 30 uM CDDP, 60 pM RSV ve Kombinasyon 50 (15 uM CDDP+30 uM RSV),
Kombinasyon 40 (12 uM CDDP+ 24 uM RSV) kombine gruplar1 analiz edildi. Erken
apoptoz kontrol grubunda %0,5, 30 UM CDDP grubunda %2,7, 60 uM RSV grubunda
%2,8, Kombinasyon 40 (12 uM CDDP+ 24 uM RSV) %0,4, Kombinasyon 50 (15 puM
CDDP + 30 uM RSV) %]1,4. Bu dozlarda ge¢ apoptoz sirasiyla; %11,1, %17,3, %28,9,
%14,3 ve %10,6’dir (Bkz. Sekil 4.3).ve Kombinasyon 50 (15 uM CDDP + 30 uM RSV),
grubunda erken apoptoz orani, tek basina uygulanan 30 uM CDDP ve 60 uM RSV gore
24 saatlik slirede daha yiiksek goézlemlendi. Ge¢ apoptoz oran1t 30 uM CDDP’de %79,7
iken Kombinasyon 40 (12 uM CDDP + 24 uM RSV) %83,0, Kombinasyon 50 (15 puM
CDDP + 30 uM RSV) %87,3 olarak bulundu (Bkz. Sekil 4.3).
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FL3-A

4.2.2. Kaspaz-9

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda HelLa hcreleri

iizerindeki apoptotik etkileri, akis sitometri cihazi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Cisplatin ve resveratrolin 1Csy dozunun ve [CDDP+RSV] kombinasyonlarimin, 24 saat
sonucunda, HelLa hiicreleri Gizerindeki apoptotik etkileri (Kontrol grubu, CDDP IC50 dozu [30 uM], RSV

IC50 dozu [60 puM], KM50 kombinasyon dozu [15 uM CDDP + 30 pM RSV] , KM40 kombinasyon dozu
[12 uM CDDP + 24 uM RSV]
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Tablo 4.3 Akum sitometri cihazindan aliman grafiklerde, hicrelerin alanlara gore dagilim: Negatif (kaspaz-
9, Q3), Pozitif (kaspaz-9, Q4), apoptotik ylzdeleri

Gruplar Q3 Q4
KONTROL % 83,8 %16,0
CIPLATIN (30uM) %90,7 %9,3
RESVERATROL (60M) %84,9 %15,0
CIS-RSV (12 pM- 24 uM) %83,6 %15,1
CIS-RSV (15 pM- 30 uM) %90,1 %9,7

Kaspazlar apoptoz sirasinda kanser hiicrelerinin yok edilmesinde dnemli bir rol
oynayan sistein-proteaz grubunun enzimleridir. Bu ¢alismada 60uM RSV, 30 uM CDDP
ve her ikisinin kombinasyonu ile 24 saat inkilbasyondan sonra kaspaz-9 aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubundaki HeLa hiicrelerinde %83,8 canlilikla negatif kaspaz-9 ve
%16,0 pozitif kaspaz-9 aktivitesi gozlemlenmistir. 60 uM RSV (%84,9) negatif kaspaz-
9 ve (%15,0) pozitif kaspaz-9, 30 uM CDDP (90,7) negatif kaspaz-9 ve (%9,3) pozitif
kaspaz-

9 gdzlemlenirken kombinasyon 40 (CDDP 12 uM, RSV 24 uM) (%83,6) negatif kaspaz-
9 ve (%15,1) pozitif kaspaz-9; kombinasyon 50 (CDDP 15 uM, RSV 30 uM) (%90,1)
negatif kaspaz-9 (%9,1) pozitif kaspaz-9 gézlemlenmistir (bkz. Sekil 4.4).
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5. SONUC VE TARTISMA

Rahim agzi kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda goriilen ikinci en yaygin kanser
tiradir. Kayitlara gore her yil yaklasik olarak 500.000 yeni vaka tespit edildigi
bildirilmistir. Rahim agz1 kanseri, yiiksek riskli insan papilloma viriis (HPV) tipleri ile
kalict enfeksiyon, enflamatuar tepkiler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ile
iliskili oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir. Oksidatif stres ise oksidan tiirlerin
olusumu ve ortadan kaldirilmasi arasindaki dengesizlikten kaynaklanir (Qin vd., 2018).
Bu durum DNA ve proteinlerin hasarina yol acarak genetik degisikliklerin birikmesine
yol actigi gorilmiistiir. Saglikli hiicreler redoks homeostazint siirdiirmek igin,
"antioksidan savunmasi" olarak adlandirilan koruyucu molekiiller araciligi ile ROS
olusumu ve uzaklastirilmasi arasindaki dengeyi korumaya c¢alisir. Hiicrede meydana
gelen dengesizlik durumu hasar tespit yollarinin bozulmasina ve apoptoza sebep olabilir.
Hasarl1 hiicrede apoptozun gerceklesmemesi de kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina sebep
olabilir. Apoptoz ve oksidatif stres kanserin tedavisi i¢in en ¢ok arastirilan konularin
basinda gelmektedir (Villamil, 2020). Apoptoz suresince, hiicrelerde, hiicre ve membran
biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, niikleer ve sitoplazmik agin dagilimi, DNA’nin
parcalara ayrilmas1 ve membran tomurcuklanmasi gibi sitoplazmik ve niikleer degisimler
goralur. Apoptozun neden oldugu bahsedilen anormallikler kanser gelisiminde ve devam
eden siregte onemli rol oynar. Son zamanlarda, kanser gibi bir¢ok insan hastaliginda
tedavi edici Ozelliklere sahip antioksidan gibi yeni bilesiklerin kemopreventif ve
kemoterapotik dzelliklere sahip oldugu ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir (Dong vd., 2022;
Xin vd., 2022). Okaliptis, dut, yer fisti§1, ladin ve iiziimde bol miktarda bulunan
Resveratrol kardiovaskiiler hastaliklarda, nérodejeneratif hastaliklarda ve kanser de genis
bir kullanim spektrumuna sahip bir stilbenoiddir. Bunun yani sira antioksidan,
antiinflamatuvar, biyime inhibisyonu ve pro-apoptotik aktiviteleri de bulunmaktadir.
Resveratrol tim bunlarin yan1 sira malign hiicre biiylimesini baskiladigi, hiicreleri
apoptoza siiriikledigi ve kansere spesifik genleri down regiile ettigi bildirilmistir (Sinha
vd., 2016). Bu ozelliklere sahip ajanlar, kanser tedavisi i¢in tamamlayici bir yaklagim
olarak kullanilabilir. Antioksidan molekiilleri kullanan terapotik yaklagimlar
arastirtlmistir ve gelecekte kanser tedavisi igin uygun alternatifler olusturabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte bu dogal bitkilerin sentetik olarak kullanilan anti-
kanser ilaglar ile verildiginde onlarin kullanilan dozunu azalttig1 da gesitli caligmalarla

bildirilmistir (Zhang vd., 2004).

31



Bu tez kapsaminda, antineoplastik bir ila¢ olan cisplatin, antioksidan olarak
kullanilan Resveratrol birbirinden ayr1 ve kombine uygulama sonrasinda servikal kanser
hiicre dizisi olan HelLa hicrelerinde hiicre canliliklar1 24 saatlik zaman araliginda
sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi ve mevcut tedavide kullanilan sisplatin ile

kombine etkileri ortaya konmustur.

Resveratrol ve cisplatin kombinasyonlarmin HelLa hiicre hatlarindaki
sitotoksisitelerini degerlendirmek icin MTT metodu kullanilarak biiylimeye olan etkileri
incelenmistir. Resveratrol ve cisplatin kombinasyonu dahilinde HeLa hiicreleri
tizerindeki sinerjizimi arastirmak i¢in farkli konsantrasyonlarda, Resveratrol (10, 25, 40,
60, 85, 105, 120, 160, 200 uM), Cisplatin (10, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, uM) ayr1 ayr1 ve
kombinasyonlar halinde uygulama yapilmistir. 24 saatlik siirecin sonunda cisplatin 30
MM konsantrasyonda ve resveratrol 60 pM konsantrasyonda sitotoksik etkileri
bulunmustur. Resveratrol ve cisplatinin kombinasyon halindeki uygulamamizda Cisplatin
+ Resveratrol (100, 75, 50, 40, 30, 20, 10 pM) konsantrasyonlar uygulanmistir.
Bahsettigimiz MTT sonuclarint degerlendirdigimizde tek basina resveratrol ve cisplatinin
doza bagl bir sekilde hiicre canliligini azalttigi saptanmistir. Resveratrol ve cisplatinin
birlesmesi HeLa hiicrelerinde artmis sitotoksisite ile sonug¢lanmistir. Cisplatin saglikli
hiicreler tizerinde de belirli bir sitotoksisite yaratan ve bu sebepten dolay1 kemoterapotik
uygulamada yan etkileri olduk¢a fazla olan bir ilagtir (Zhu, vd., 2016). Cisplatinin bunun
gibi yan etkileri olmasi sebebi ile resveratrol ile kombinasyonunda etki dozunun diismesi
onem arz etmektedir. Literatiirdeki pek ¢ok ¢aligma resveratroliin ayn1 zamanda saglikl
hiicreleri sitotoksisiteden korudugu gostermektedir. RSV ve CDDP’nin ICso sonuglari ve
gosterdikleri doza bagli etkilerinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Anlar,

2016; Li vd., 2018; Sezgin vd., 2019).

Yapilan bir bagka ¢alismada, 12,5-100 uM resveratrol ile muamele edilen HelLa
hiicrelerinde inhibisyonlar gézlemlenmis ve resveratrol tedavisinin doza bagl olarak
HeLa hucrelerinde LC3-11 geninin transkripsiyonlarini uyardig bildirilmistir (Zhang vd.,
2022).
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Yakin zamanda Shaito ve ark., RSV' {in "diislik konsantrasyon da antioksidan,
yuksek konsantrasyon da pro-oksidan" etkisi oldugunu one siirerek doz segiminin

onemini vurgulamistir (Shaito vd., 2020).

Cisplatin, saglikli hiicreler lizerinde de sitotoksik etki yaratan ve bu sebep ile
kemoterapotik uygulamada yan etkileri oldukga fazla olan bir ilagtir. Bu neden ile
resveratroliin tek basma kullanilan cisplatinin etki dozunu diislirmiis olmasi ilerde
yapilacak olan ¢aligmalar neticesinde olduk¢a 6nem arz ettigi vurgulanmistir (Ma, 2015).
Literatiirdeki pek ¢ok ¢aligma, resveratroliin ayn1 zamanda saglikli hiicreleri cisplatin
sitotoksisitesinden de korudugunu gostermektedir. Resveratroliin, cisplatine bagli olusan
nefrotoksisiteye karsi korucu etkisini gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur ve gliniimiizde

resveratrol lizerine bir¢ok calisma yapilmaya devam etmektedir (Amaral vd., 2008;

Darwish vd., 2018).

Bu tez kapsaminda CDDP, RSV ve kombinasyonlarin HeLa hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkinin belirlenmesi Annexin V- FITCH/PI ile boyanan hiicreler akis sitometri
cihazinda (BD Accuri C6) cihazinda incelenmistir. HeLa hiicrelerine farkli dozlarda
resveratrol, cisplatin ve kombinasyonlari verilerek apoptoz tizerine etkilerinin doza baglh

olarak olusturuldugu etkiler arastirilmistir.

MTT sonuglarina gore; HelLa rahim agz kanseri hicrelerinde 30 uM CDDP, 60
UM RSV, Kombinasyon 50 (15 uM CDDP, 30 uM RSV), Kombinasyon 40 (12 puM
CDDP, 24 uM RSV) 24 saat inkiibe edildi. Sonuclar kontrol grubuna gore karsilastirildi.

Calismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; HeLa hiicrelerine verilen 30
MM CDDP, 60 uM RSV ve Kombinasyon 50 (15 uM CDDP, 30 uM RSV) kontrol

grubuna gore erken apoptozu arttirdigi gézlemlendi.

Canli hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; HeLa hiicrelerine uygulanan
hiicrelerinde 30 uM CDDP (%79,7), 60 uM RSV (%66,9), Kombinasyon 40 (12 pM
CDDP, 24 uM RSV) (%83,0) kontrol grubuna goére canli hiicrelerin yiizde oranlarinda
diigtis gortiliirken, Kombinasyon 50 (15 uM CDDP, 30 uM RSV) (%87,3) canh

hlicrelerin ylzde oraninda diisiik bir artis gozlemlenmistir.
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Gec apoptotik hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; kontrol grubuna gore
(%11,1), 30 uM CDDP (%17,3), 60 uM RSV (%28,9), Kombinasyon 40 (12 uM CDDP,
24 uM

RSV) (%14,3) ge¢ apoptozun arttigi gozlemlenirken Kombinasyon 50 (15 puM
CDDP, 30 uM RSV) (%10,6) ge¢ apopotoz yiizdesinde diislis gozlemlenmistir.

30 uM CDDP, 60 puM RSV, Kombinasyon 40 (12 uM CDDP, 24 uM RSV)
uygulanan HeLa hiicrelerinde erken ve gec apoptozun artmasi, resveratroliin ayri ve
cisplatin ie kombine halinde kullanilmasinda HelLa hiicrelerinde apoptozu tetikledigini

aciklayabilir.

Kontrol grubuna gore, 60 pM RSV’iin HeLa hiicrelerine uygulanmas1 apoptozu,

30 uM CDDP uygulanan HeLa hiicrelerine gore daha ¢ok tetikledigi gézlemlenmistir.

AITC’nin (Alil izotiyosiyanat) HeLa hicrelerinin apoptoz lzerindeki etkisinin
incelendigi bir calismada; HeLa hiicrelerinin 0,5, 15 ve 45 uM AITC ile 24 saat isleme
tabi tutulmus ve akis sitometrisi kullanilarak HeLa hiicrelerinin apoptotik etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada gozlemlenen kontrol grubundaki apoptoz orani (%5,08),
tedavi gruplarinda yapilan ¢calismada ise sirasiyla 0,5, 15 ve 45 uM AITC tedavi grubunda
%10,65, %17,49, %24,26 olarak gbzlemlenmistir. Yapilan bu calisma neticesinde
apoptoz oranlari, ila¢ konsantrasyonlar1 kontrol grubundaki apoptoz oranindan yiiksek

oldugu gozlemlenmistir (Qin vd., 2018).

MCF-7 hiicrelerinde resveratroliin apoptoz mekanizmasi lizerinde etkisinin
arastirtlmasinin  yapildig1 c¢alismada, adenomatdz polipozis koli (APC) ile isaretli
Annexin V antikorunun apoptoz surecinde MCF-7 hiicreleri Uizerinde resveratrolun etkisi
incelenmistir. Yapilan bu arastirma neticesinde 100 uM ve 250 uM RSV verilen MCF-7
hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptozun zamana baglh olarak arttigi goézlemlenmistir
(Karabekir, 2017).

Yuming Zhang yaptig1 calismada RSV’in 24 saat boyunca HeLa hiicreleri
tizerindeki biyolojik etkileri incelenmis ve 12,5- 100 uM RSV ile muamele edilen HeLa
hiicrelerinde inhibisyonlar gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda HelLa hiicrelerindeki RSV
tedavisinin ROS patlamasini tetikledigi ve dolayisiyla oksidatif stres olusturdugu
yoniinde gozlemler yapilmistir. (Zhang vd., 2022).
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Yaptigimiz ¢alismada Hela hiicreleri iizerinde ayri ve kombinasyon halinde
CDDP ve RSV etkisini hangi metabolik yol iizerinden gosterdigini anlayabilmek
amaciyla, intrinsik apoptozis yolunda Onemli rol oynayan Kaspaz-9 enziminin
aktivasyonu 24 saat inkiibasyon siiresine tabi tutularak akim sitometri cihazi (BD Accuri
C6) ile incelenmistir. Kaspaz-9, baslatici kaspazlar grubu igerisinde bulunan ve

mitokondri aracili apoptoziste rol alan aspartik asit spesifik proteazdir (Kismali, 2012).

Bu calismada 30 uM CDDP, 60 uM RSV, Kombinasyon 50 (15 uM CDDP, 30 uM
RSV),

Kombinasyon 40 (12 uM CDDP, 24 uM RSV) 24 saat inkibasyonundan sonra
kaspaz-9 aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubundaki HeLa hiicrelerinde (%83,8)
canlilikla negatif kaspaz-9 ve (%16;0) pozitif kaspaz-9 aktivitesi gozlemlenmistir.
Yapilan ¢alismada kontrol grubuna goére; CDDP ve RSV ayr1 ve kombine uygulamalarinda
pozitif kaspaz-9 yiizdelerinde diisme meydana geldigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla HeLa
hiicrelerine uygulanan CDDP, RSV ve kombine uygulamalar1 dogrultusunda “kaspaz-9
aktiftir” diyemeyiz.

Bizim c¢alismamizda kontrol grubuna goére; 30 uM CDDP, 60 uM RSV,
Kombinasyon 50 (15 uM CDDP + 30 uM RSV), Kombinasyon 40 (12 uM CDDP + 24
uM RSV) yiizdelik oranlarinda diisme meydana geldiginden dolayr HeLa hiicrelerinde

kaspaz-9 bagimli 6liim gerceklesmemistir.

Dhandayuthapani yapmis olduklar1 ¢aligma da, hem resveratrol hem de genistein
maddelerinin HeLa hiicre dizisi iizerine ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde uygulamalari
sonucunda, kaspaz-9 ve kaspaz-3'iin aktivitelerini artirarak apoptozu indiikleyebildigini
gozlemlemislerdir. Resveratrol ve genisteine ayr1 ayr1 veya kombinasyon halinde 24 saat
maruz kaldiktan sonra, HeLa hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde azalma

goriildiigiinii bildirmislerdir (Dhandayuthapani vd., 2013).

Yapilan bir bagka calismada MDA-MB-231 hicrelerinin kaspaz-9 aktivasyonu 24
saatlik inklibasyondan sonra kontrol grubu (23 uM CDDP + 72 uM RSV) ile mukayese
edildigin de kombinasyon grubunda %30,5 kaspaz-9 aktif olarak gozlemlenmistir.
Yapilan calismada CDDP ile RSV kombinasyonunun kaspaz-9 aktivasyonu arttirmada
etkili oldugu gosterilmistir (Ozdemir vd., 2021).
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Sonug olarak; yaptigimiz ¢calismada elde ettigimiz veriler dahilinde CDDP, RSV
ayr1 ve kombinasyon halinde HeLa hicrelerinde sinerjik bir etkisi oldugu belirlenmistir.
RSV 60 uM’m, CDDP 30 uM, Kombinasyon 40 (12 uM CDDP+24 uM RSV) ve
Kombinasyon 50 (15 uM CDDP+ 30 uM RSV) dozlarina gére daha yiiksek oranda
apoptotik etki olusturdugu belirlenmistir. RSV 60 uM bu etkisi; Annexin V FITC/PI
deneyi ile belirlenmistir. HeLa hiicrelerinde CDDP ve RSV varliginda, mitokondriyal
yolak Uzerinde kaspaz-9 bagimli 6lim gergeklesmemistir. O nedenle; CDDP ve RSV
ayr1 ve kombinasyonlarinin uygulandigi HeLa hiicre hattindaki gosterdikleri bu etkilerin,
48 ve 72 saatlik zaman araliklarindaki aktiviteleri ve apoptotik etkilerinin hangi spesifik
yolaklar tizerinde nasil gergeklestigi in vitro ve in vivo ortamda etkili olup olmadiklari

gibi sorularin cevabini bulabilmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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