T.C.

ISTANBUL BILIM UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BiYOLOJi VE GENETIK
ANABILIM DALI

MCF-7 HUCRE SOYUNDA RESVERATROLUN APOPTOZ
MEKANIZMASI UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI

Eczac Giilten KARABEKIR

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Yrd. Do¢c. Dr. GUNNUR DEMIRCAN

2017-ISTANBUL



T.C.

ISTANBUL BILIM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BiYOLOJI VE GENETIK
ANABILIM DALI

MCF-7 HUCRE SOYUNDA RESVERATROLUN APOPTOZ
MEKANIZMASI UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI

Eczaca Giilten KARABEKIR
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Yrd. Dog. Dr. GUNNUR DEMIRCAN

JURI UYELERI
Doc¢. Dr. AHMET OKAY CAGLAYAN
Yrd. Do¢. Dr. GUNNUR DEMIRCAN
Yrd. Do¢. Dr. YOSUN MATER

2017-ISTANBUL



TEZ SAVUNMA SINAVI TUTANAGI
17 Ocak 2017

Yiiksek Lisans dgrencisi Giilten KARABEKIR. Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dale Yiiksek Lisans Programi’nda hazirlamig oldugu “MCF-7 Hiicre Sovunda Resveratroliin
\poptos Nekanizmasi Uzerine Likisinin Aragtirtmast™ Konulu tezini sivunmug ve  aday

jiiri taratindan BASARI I/BASARHSHA~ bulunarak ez hakkinda
OVBIRLIGTH Q3 OGN HEH (e KABLT PHAERHRER karan verihmigtir,

/
“Ahmet O ‘;l}qm..\\"/\z\'

(Bagkan)

Dog. 1)

Yard. Dog,



BEYAN

Bu tez galigmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dig1 higbir davranigimin olmadigim ,tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi,bu tez ¢aligmasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar igin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimy, yine bu tezin ¢aligmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigim beyan ederim.

Eczac1 Giilten Igarabekjr

)
/

P



TESEKKUR

Yiksek Lisans egitimim boyunca bilgi birikimini ve anlayisini1 benden hi¢ esirgemeyen,
verdigi tiim destek ve emeklerinden dolay1 ¢ok degerli hocam ve danismanim Sayin Yrd. Dog.
Dr. Glinnur Demircan’a,

Calisma konusunun belirlenmesi i¢in yol gosteren Sayin Do¢ Dr.Veysel Sabri Hanger’e,

Yiiksek Lisans egitimime katkida bulunan Istanbul Bilim Universitesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Saymn Yrd. Dog. Dr. Sule Beyhan Ozdas ve Dog. Dr.
Ahmet Okay Caglayan’a,

Flow Sitometri sonuglarini degerlendirmemizde destegini esirgemeyen Gebze Teknik
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Dog. Dr.
Ayten Kandilci’ye, Yrd. Dog. Dr. Yosun Mater’e, Arastirma Gorevlisi Z. Onur Caliskaner’e,
Aragtirma Gorevlisi Tiirkan Cakar’a,

Ve son olarak bana desteklerini hi¢ esirgemeyen , her zaman yanimda olan aileme ve

calismalarim sirasinda biiylik sabir gosteren kiiciik kizim Melisa’ya sonsuz tesekkiirler..



ICINDEKILER

BE Y AN e [
TESEKKUR ..o ii
ICINDEKILER ..o e, i
SIMGE VE KISALTMALAR .....ouuiiiiiiiiiiiiee et vi
SEKILLER LISTESI ...oviiiiiii e viii
TABLOLAR LISTESL ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e X
Lo OZET oo, 1
2. SUMM A R Y e 3
3. GIRIS VE AMAGC .ot 5
4. GENEL BILGILER  ....iiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
41 K AN SE R 7
4.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler ...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 8
42. MEME KANSERI ..o 12
4.2.1. Meme Kanseri Olusumuna Etki Eden Faktorler ..., 14
4211, OSOJEN ..ot 15
4.2.1.2. OkSIdatif StreS ..o 16
4.3. MCF7 HUCRE SOYUNUN OZELLIKLERI ...........ccooooiiiiiii, 18
4.4, RESVERATROL ..o e 19
4.4.1. Resveratrol’un Anti-Kanser ve Apoptik Etkisi ................coooiiiii 20
4.5. APOPTOLZ ... e 22
4.5.1. Apoptoz MeKanizmalarn ............ooeeiiiiiiiiiiie i 24
4.5.1.1 Mitokondriyal Yol ile APOPtoz .......cooiiriii e 25
4.5.1.2. D1s Sinyaller Yolu ile APOptoz .......o.vvuiniiiiiiiiiii e 25



4.5.1.3. Endoplazmik Retikulum Aracilt Apoptoz .......cceovvviiiiiiiiiiiiiiiiinnennn. 25

4.5.2. Apoptozun Goriildiigli Durumlar ... 26
4.5.2.1. Embriyonik Donemde Gozlenen Apoptoz ..........cceoeivriiiiiniiiiiininnnnnn. 26
4.5.2.2. Postnatal Hayatta GOzlenen ApPOPtoZ .........ooevvriviiiiiiiiiiiniiiians caenn. 26
4.5.2.3. Patolojik Durumlarda Gozlenen APOPLOZ ..o, 27
4.5.3. Apoptoz Ve Nekroz Arasindaki Farklar ..., 27
4.5.4. Apoptozun Genetik Kontrolli ............ooiiiiiiiiii e 29
4.5.4.1. AntiapoptotiK ... .29
4.5.4.2. Proapoptotik Proteinler ... 31
4.6. APOPTOZUN BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER ...... 32
5. MATERYAL VE YONTEM e, 38

5.1. CALISMADA KULLANILAN LABORATUVAR CIHAZ VE KIMYASALLARI 38

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ........ ... e 38
5.1.2. Kullanilan Kimyasallar .............coooiiiiii e 38
5.1.3. Kullanilan GereGler ... ..o 38
5.2. KULLANILAN YONTEMLER .....ccviiiiiiiiiiie e, 39
5.2.1. Hiicre KUltlirli ASamasl ..o i 39
5.2.1.1. Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirlig@t .............................. 39
5.2.1.2. Hiicre Soyunun AGIIMAast  .....oooiiuiiiiitiit i e 40
5.2.1.3. Hiicrelerin Cogaltilmast ve Sayimi  ...........oooiiiiiiiiiiiiiiii i, 41
5.2.1.4. Resveratroliin Hiicrelere Verilecek Dozlarinin Ayarlanmast ..................... 41
5.2.2. MTT OlGlMIl ..o, 42
5.2.3.Apc Anneksin V Ile Flow Sitometri Olgimii ................cccoveiiniiiiieeieiinnn., 44
0. BULGUL AR e 46
6.1. MTT SONUGCLARI oo e 46



6.2. ANNEKSIN V FLOW SITOMETRI SONUCLARI ........ooviiiiiniiiiiiiieeiean. 48
T AR T S M A e 56
B S ON U 61
9. KAYNAKL AR o 62
L0 EK L ER o e 80
EK 1: OZGECMIS ..ot 81
EK 2. ETIK KURUL ONAYT ....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin i e, 81
EK 3.istanbul Bilim Universitesi Multidisiplider Arastirma Labaratuvari

CALISMA IZIN ONAYT ..o 83



SIMGE VE KISALTMALAR

APA F-1: Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor
ATP: Adenozin trifosfat

BRDU : Bromo Deoksi Uridin

CAD: Kaspazla Aktiflesen Deoksiribonukleaz

DCIS: Ductal Carcinoma In Situ

DMEM-F12 Ham Medyumu: Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu, Besleyici

karisim F12 Ham Medyumu

DMSOQO: Dimetil Sulfoksit

EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
E1: Ostron

E2: B-6stradiol

Es: Ostriol

ER: Ostrojen Reseptorleri

FCS: Fetal Sigir Serumu

H.O,: Hidrojen Peroksit

IAP: Apoptoz Proteinleri Inhibitrleri
ICAD: Kaspazla Aktiflesen Deoksiribonukleaz Inhibitorii
IGF-1: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
LCIS: Lobular Carcinoma in Situ

LPS: Lipopolisakkarit

MtDNA: Mitokondrial DNA

Vi



MtRNA: Mitokondrial RNA

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide

NO: Nitrik Oksit

OH: Hidroksil Radikali

PI: Propidium Iyodiir

PBS: Fosfat Tampon Cozeltisi
RES: Resveratrol

ROOQ: Peroksil Radikali
ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD: Siiperoksid Dismutaz
STS: Steroid Siilfataz

TdT: Terminal Deoxy Niikleotidil Transferaz
TNF: Tiimor Nekroz Faktor

TSG : Tiimor Supressor Gen

Yiiksek Lisans Tez proje No: TBG/ YL/2332016

Vil



SEKILLER LIiSTESI Sayfa No

Sekil 4. 1: MCF-7 Hiicre Soyunun YapiSl —  .o.viviiiiiiiiitiiie et enee e eenaeans 18
Sekil 4. 2: Resveratrol’ un Molekiiler Yapist ..o 18
Sekil 4.3: Apoptozun Sinyal Yollart ..o 24
Sekil 4.4: Nekroz ve Apoptozun Elektron Mikroskobu Goriintiileri ........................ 28
Sekil 4.5: FITC ile isaretli Annexin-V hiicre Yiizeyine Cikan Fosfatidilserine ............ 34

Baglanabilmektedir
Sekil 4.6: FITC-Anneksin V’in apoptotik Hiicrelere Baglanmasi ile Elde Edilen Hiicre

DaGIMIArT .. .eoiee e 35
Sekil 5. 7 :MTT Testi Oncesi 96 Kuyucuklara Ekilmis Hiicreler ................................ 41
Sekil 5. 8: 12. Saat MTT Sonug GOrtintlileri  ..........oiiiiiiiiiiii e 41
Sekil 5.9: 24. Saat MTT Sonug GOrtintlileri ..o 42
Sekil 5.10 : 48. Saat MTT Sonug¢ GOrtintlleri ...t i, 42
Sekil 6.11: 12, 24 ve 48. Saatlerdeki Resveratrol Verilmemis Kontrol Gruplarinin Flow
Sitometrik OIgUM GrafikIETi ........oouuieieei et 48
Sekil 6. 12:100 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12,24 ve 48. Saatlerdeki Flow
Sitometrik OIcTM GrafiKICri ... ..uveeie et 49
Sekil 6.13:100 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12,24 ve 48. Saatlerdeki Flow
Sitometrik OIgim GrafiKIETi ........ovuen et 50
Sekil 6.14: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12,24 ve 48. Saatlerdeki Flow
Sitometri OICUM GIafiKICIT .. ...oene et 51
Sekil 6.15: MCF-7 Hiicre Soyu Kontrol Grubu ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 52

Sekil 6.16: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 12. Saat 10x40 Mikroskop

GOTUNTIST .o evtetttt et e 52

viii



Sekil 6.17: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 24. Saat 10x40 Mikroskop
L 010100 53
Sekil 6.18: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 48. Saat 10x40 Mikroskop

(€0 q 010110 ) 53



TABLOLAR LISTESI Sayfa No
Tablo 4.1 :Anneksin-V pozitif, Propidyum iyodiir Negatif hiicreler Apoptotik Hiicreler ......37

Tablo 6.2: 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM Resveratrol verilmis ve hi¢ Resveratrol Verilmemis
(Kontrol) MCF-7 Hiicre Soyunun 12, 24 ve 48. Saatlerindeki MTT Absorbans Degerleri 46

Tablo 6.3: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM, 250 uM, 500 uM Konsantrasyonlarinda 12. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi ......47

Tablo 6.4: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM, 250 uM, 500 uM konsantrasyonlarinda 24. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi ... 47

Tablo 6.5: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM, 250 uM, 500 uM konsantrasyonlarinda 48. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi ..... 48

Tablo 6. 6: Kontrol grubu 24 ve 48. Saat MCF-7 Hiicre Soyu ve 100 ve 250 uM Resveratrol
Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12,24 ve 48. Saatlerdeki Canli1 Hiicre (Anneksin V (-) Pl (-)),
erken apoptotik hiicre (Anneksin V (+) Pl (-)),nekrotik hiicre (Anneksin V (-) Pl (+)) ve gec
apoptotik ve nekrotik hiicre (Anneksin V (+) PI (+)) Yiizde Degerleri ........................... 48



1.0ZET

MCF-7 HUCRE SOYUNDA  RESVERATROLUN APOPTOZ
MEKANIZMASI UZERINE ETKISININ ARASTIRIMASI

Ogrencinin Adi: Giilten Karabekir
Damismani: Giinnur Demircan

Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji ve Genetik

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en ¢ok goriilen malign timoérdiir. Kadinlarda
goriilen tim kanserlerin %30’unu olusturmaktadir. Tiim jinekolojik tiimorlerden meme
kanseri 3 kat daha yaygindir. Kanser sadece bir saglik sorunu degildir. Sosyal ve ekonomik
olarak da bir toplum sorunudur. Bu son derece 6nemli saglik sorununa ¢éziim bulmak  bir
¢ok arastirmaci igin ilk hedef olmustur. Farkli maddelerin bu hastalik iizerindeki etkileri i¢in

tedaviye yonelik caligmalar yogun olarak arastirilmaktadir.

Kanser tedavilerinde kullanilan ¢esitli bitkisel maddeler, hiicre proliferasyonunu
engellemeleri ve buna karsilik apoptozu tetiklemeleri nedeniyle kullanilmaktadirlar.
Calismamiz da in-vitro ortamda dogal polifenolik bir bilesik olan resveratrolun MCF-

7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini arastirmay1 amagladik.

Calismalarimizda, hiicrelere verilecek olan resveratrol dozlart MTT analizi ile
belirlenmistir. MTT analizi ilk olarak Mosmann tarafindan gelistirilmistir, ardindan Alley ve
ark.  tarafindan  uygulanmistir. Bu  yontemde  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) ile hiicre canlilig1 tespit edilmistir. 12, 24 ve 48 saat
stireyle 100 ve 250 uM resveratrol ile inkiibe ettigimiz MCF-7 hiicrelerinden elde ettigimiz
MTT sonuglarindan, resveratrolun artan konsantrasyonu ile dogru orantili olarak hiicre

yogunlugunun kontrol grubuna gore azaldigi tespit edildi.

MTT analizlerinde, kontrol grubuna gore %350 absorbans azalmasina yol agan
resveratrol dozu (IC50) sitotoksik doz olarak belirlenmistir. Analizlerde 12. saatte Olgiilen
sitotoksik doz 250-500 puM arasinda, 24. saatteki Ol¢imlerde 100-250 uM arasinda, 48.

saatteki dlclimlerde ise 100 uM olarak belirlenmistir.



Calismalaramizdan elde edilen Anneksin V Flow-Sitometri 06l¢iim  sonuglari
degerlendirildiginde; MCF-7 hiicrelerine verilen 100 ve 250 pM resveratrolin  kontrol
grubuna gore erken apoptozu arttirdigi gozlemlenmistir. Ozellikle 48 saat sonunda erken

apoptozis ylizdesinin kontrol grubuna kiyasla fazla oranda arttig1 goriilmiistiir.

Resveratrol’un kontrol grubuna gére, MCF-7 hiicrelerinde apoptozu arttirict etki
gosterdigi ve hiicre poliferasyonunu azalttigi gézlemlenmistir. Faz kontrast mikroskobunda

yapisal degisiklikler izlenmis ve fotograflanmistir.

Sonug olarak, resveratrolun tiim bu antikanser etkilerinden biri olan apoptotik etkisi
hem doz hem de zamana bagli olarak MCF-7 meme kanseri hiicre soyunda &zellikle erken

apoptozu indiikledigi gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: MCF-7, Anneksin V, Apoptoz, Resveratrol



2. SUMMARY

STUDY ON EFFECTS OF RESVERATROL ON APOPTOSIS IN
MCF-7 CELL LINE

The Name of the Student: Giilten Karabekir
Supervisor: Giinnur Demircan

Department: Faculty of Medical Biology and Genetics

Breast cancer today is the most common malignant tumor amongst women worldwide.
It alone makes up the 30 % of all malignancies in women. Breast cancer is 3 times more
common than the rest of all gynecological cancers. It is so presenting not just a major health
problem for our modern society but also a significant social and economic dilemma. Being a
major current socio-economical-medical problem to tackle, the disease has been a priority of
research that aims the early diagnosis and more efficient treatment methods, in particular

better chemotherapeutic agents.

Various plant based chemicals are used in cancer therapy to prevent cell proliferation

while triggering apoptosis.

In the lights of existing knowledge and experience, our study aimed the evaluation of
the selective cytotoxic effect of resveratrol, a polyphenolic phytonutrient agent, on MCF-7

type breast cancer cellsin an invitro environment.

In our work we determined the dose of resveratrol by carrying out MTT analysis.
MTT {3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide} assay, which was first
used by Mosmann and further developed by Alley and collegues, is a practical test used to
determine cell viability. The right dosaging of resveratrol was determined after MCF-7 cells
were incubated with 100 and 250 uM of resveratrol for 12, 24 and 48 hours. We found that
cell density decreased compared to the control group in increasing concentrations of

resveratrol.

MTT analysis helped us identify the cytotoxic concentration of resveratrol that

decreases the absorbance of cells by 50% (IC50) compared to the control group. Different

3



incubation times led to different cytotoxic doses such as 250-500 uM, 100-250 uM, 100 uM
after 12, 24 and 48 hours, respectively.

When the Annexin V Flow-Cytometry results are taken into consideration, it was
observed that resveratrol concentrations between 100- 250 uM increased apoptosis in MCF-7
cells compared to the control group. Especially after 48 hours percentage of apoptosis was

shown to be significantly higher compared to the control group.

According to our results resveratrol significantly increased apoptosis and reduced
proliferation in vitro compared to the control group. Structural changes were observed and

documented with a phase contrast microscope.

In conclusion, resveratrol was shown to have anticancer properties such as triggering

early apoptosis via a time and dosage dependent manner in MCF-7 breast cancer cells.

Key words: MCF-7, Anneksin V, Apoptosis, Resveratrol



3. GIRIS

Kaliteli bir yasam demek bireylerin, ihtiyaglarini eksiksiz karsilamasi, gayelerini
gerceklestirebilmesi, sosyal hayatlarinda basarilt olmasi ve benlik saygis1 gibi olgulara sahip
olmasidir (Arslan ve Boliikbas, 2003; Giirel, 2007). Birgok hastalik bireylerin fiziksel, sosyal
ve ruhsal durumlarini etkiler. Dolayisiyla bireyin sosyo-ekonomik, psikolojik ve aile hayati
gibi biitiin hayat alanlar1 yani yasam Kalitesini her yoniiyle etkilenir (Arslan ve Boliikbas,
2003). Kanser, bu hastaliklardan en yaygin olanidir ve kisaca hiicrelerin kontrolsiiz sekilde
cogalmalar seklinde tanimlanir. Kanser hastaliklari giiniimiizde yaygin olarak goriiliir. Bu
yiizden kanser, morbidite ve mortaliteye neden olma riskinin yiiksek olmasi nedeniyle giderek
Onemi artan bir saglik ve yasam sorunu haline gelmistir (Giirel, 2007; Alic1 ve ark.,2006).

Ulkemizde ve diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim  nedeni
%22’lik oran ile kanserdir. 2000'li yillarin basinda diinya genelinde kansere yakalanan insan
sayist 6 milyon kadarken, ontimiizdeki yirmi yil igerisinde bu sayinin daha da ¢ok artacagi
tahmin edilmektedir. Orn: 2005 yilinda 12 milyon kisi kanserle miicadele etmis, 7 milyon
insan kanser nedeni ile hayatin1 yitirmistir. Diinya Saghk Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajansti’nin verilerine gore ne yazik ki 2030 yilinda, 17 milyon insanin kanser
nedeniyle yasamini yitirecegi, aynt yil 24 milyon insanin kansere yakalanacagi tahmin
edilmektedir ((http://onkofar.com/vimages/pdfler , Erisim tarihi: 15 Temmuz 2016).

Diinyada ve lilkemizde kanserin bu kadar fazla goriilmesi ve 6liim nedenleri arasinda
iist siralarda yer almasi nedeniyle kanser hastaligi artik bir saglik sorunu degildir. Sosyal ve

ekonomik acidan kanser bir toplum sorunu haline gelmistir (http://sbu.saglik.gov.tr, Erisim

tarthi: 15 Temmuz 2016). Bircok arastirma laboratuarlarinin bu kadar 6nemli bir saglik
sorununa ¢oziim bulunmasi Oncelikli hedefi olmus bdyle bir ¢oziime ulagmak, sagligim
kaybetmis ve giderek daha da kotiiye giden hasta insanlar agisindan da oldukga 6nemli bir
konudur. Kesin ¢ozliim bulmak bir yana, hastaligin seyrini diizeltmek, yasam siiresini uzatmak
ve hayat kalitesini biraz olsun gelistirmek bile bir¢ok kanserli hastada 6nem arzetmektedir. Bu
nedenle kanser tedavi i¢in farkli ¢alismalar yapilmakta ve bir¢ok farkli maddelerin kanser
hastalig1 tizerindeki etkileri yogun olarak arastiriimaktadir.

Kanser tedavisinde, hiicre poliferasyonunu engellemeleri ve apoptozu tetiklemeleri
nedeniyle cesitli bitkisel maddeler kullanilmaktadirlar. Gliniimiizde Rusya’dakullanilan
ilaclarin ligte birinden fazlasi ve Almanya’da kullanilan ilaglarin %20’si bitkisel kokenli

ilaglardir (Ugar, 2006).


http://onkofar.com/vImages/pdfler
http://sbu.sağlık.gov.tr/

Resveratrol (3,4,5 tri hidroksistilben)(RES)iiziim tanelerinde bol miktarda bulunan
polifenolik yapidaki dogal bir antioksidandir. Resveratroliin antitiimor, antioksidan etkilere
sahip oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Ikizler ve ark.,2003; Wenzel ve Somoza
2005).

Resveratroliin hiicre sinyal kaskadinda c¢esitli mekanizmalarla kanseri Onleyici
aktivitesi gosterilmistir (Aggarwal, 2006).

Calismada kansere ¢oziim saglayabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak, alternatif tip
uygulamalarinda ¢ok yonlii etkileriyle bilinen polifenolik bir bilesik olan resveratrolun kanser

ile iligkisini arastirmay1 amaclamaktayiz.



4.GENEL BILGILER

4.1. KANSER

Kanser, hasarli hiicrelerin viicudun herhangi bir yerinde kontrol disi ¢ogalip, 0
bolgenin de disina yayilmasindan ileri gelen hastaliklarin genel adidir. Istatistiklere gore
yasayan her bes kisiden bir tanesi, yasantisinin bir doneminde kanser ile karsi karsiya
gelmistir. ilerleyen tip, dolayisiyla uygulanan tiim yeni tedavi yaklasimlarma karsin halen
kanserden Oliimler gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (Gtirel, 2007). Canlilarin
temel yapi taslar1 hiicrelerdir. Hiicreler, enzimler, hormonlar ve diger uyaranlar vasitasiyla,
canlinin ihtiyacina gore diizenli bir sekilde biiyiir, boliiniir, yaslanir ve oSliirler. Cesitli
etkenlerle degisime ugramis hiicreler kanser hastaliginda diizensiz ve kontrolsiiz bir sekilde
devaml1 olarak biiyiirler ve béliiniirler (Topal ve ark. 2009; Oncel, 2012). Cogalan hiicreler
viicutta kan, lenf ya da viicut bosluklar1 yoluyla ilk olustuklar1 yerler disindaki yerlere
sigrarlar; bu olaya metastaz ad1 verilir. Tagindiklar1 yerlerde de biiylimeye devam ederek canli
icin risk olusturmaya baslarlar. Kanser hiicrelerinde hem yapisal hem de islevsel farkliliklar
olusur. Yani hiicreler, normal siirecteki fonksiyonlarin1 yapamaz hale gelir ya da baz1 yeni

fonksiyonlara sahip olurlar (http://sbu.saglik.gov.tr,Erisim tarihi: 15 Temmuz 2016). Kanser

hiicreleri bir araya gelerek olusturduklari tiimorden herhangi bir sebepten dolayi ayrilirsa,
viicuttaki taginim sistemleri olan kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger
bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde de yine tiimor kolonileri olusturur ve kontrolsiizce
biiytimeye devam ederler. Bu hiicreler, saglikli hiicrelerden farkli olarak birbirlerine yapisik
degildir, etrafindaki hiicrelerden gelen dis sinyallere yanit vermez, 6zellesmez ve ortamdan
elimine edilmek i¢in apoptoza ugramazlar (Aslan, 2010).

Kanser, yiizyillar Oncesinde oldugu gibi gilinlimiizde de aramizdaki varligim
stirdiirmektedir. Malign tiimorlerle ilgili tanimlara ilk olarak Misir papiriisleri, Babil ¢ivi
yazisi tabletleri ve eski Hint yazmalarinda rastlanilmaktadir. Ebers Papiriisiinde (M.O. 15.
ylizy1l), tiimdr tedavisinin oldiiriicii olabilecegi belirtilmektedir. Antik doneme ait Yunan tibbi
kayitlarinda ve Galen'in ¢alismalarinda ise bir¢ok kanser olgusuna rastlanmakla birlikte,
bunlarin ne tiir timorler olduguna karar vermek ¢ogu kez olanaksizdir. Organizmada sifa

bulmayan yeni yapilanmalar1 anlatmak i¢in kanser terimi ilk olarak Hipokrat tarafindan (M.O
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460-377) kullanilmistir. O zamanlarda Hipokrat, viicudun yiizeyinde gelisen, digerlerinden
farkli karakterde ve yapida olan, rengi kirmiz1 ve daha yavas biiyliyen sisliklere “Carcinos” ya
da “Carcinoma” adin1 vermis, Galen (M.S. 2. yiizyil) ise bu tip olusumlara goriiniimleri
yengece benzettigi i¢in “kanser” adim1 vermistir. O zamanlarda yalmizca epitel kokenli
timorlere kanser denildigi ve hastaligin sebebinin de viicut sivilar1 arasindaki dengesizlikten
kaynaklandig1 diistiniilmekteydi. Tiirk tip tarihinde, Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenz
lis-sthhat {il-ebdaniye” (1298) adli eserinde de findik kadar ya da kiigiik yumru biiyiikligii
kadar, agrili ve etrafi damar ile kapli bir olusumu anlatmak i¢in “seratan” ifadesini kanserin

karsilig1 olarak kullandigi tespit edilmistir (Atici, 2007).

4.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Bir¢ok mekanizma normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisiimii siirecinde etkin
rol oynamaktadir. Fakat bu mekanizmalarin timii heniiz tam olarak ac¢iklanamamistir. Bu
dontlistimiin nasil meydana geldigini anlayabilmemiz i¢in, normal bir hiicrenin yasamsal
dongiisiinii bilmemiz gerekmektedir.

Hiicre siklusu hiicrenin normal yasam dongiisii genel olarak dinlenme ve boliinme
donemi olarak ikiye ayrilir. Dinlenme donemi, bdliinmeye gore daha uzun ve yasamsal
faaliyetlerin devam ettigi bir donemdir. Dinlenme donemi, Go faz1 olarak da adlandirilir.
Bolinme donemi ise mitoz bolinmeye hazirligin yapildigi Gi, S ve G2 fazlari ile mitoz
bolinmenin gerceklestigi M fazindan olusur. Gi1 fazinda DNA replikasyonunda kullanilacak
olan proteinlerin ve RNA firetimi yapilir, S fazinda DNA replikasyonuna baglanacak bdlgeler
isaretlenir ve DNA eslenerek diploid hale getirilir, G2 fazinda ise mitoz boliinme igin gerekli
olan son hazirliklar yapilir. Bir hiicrenin iki es hiicre haline geldigi mitoz boliinme asamasina
da M faz1 denilir. Bu donemlerin ard1 sira ve zamaninda baglayabilmesi ve hatasiz bir sekilde
ylriitiilebilmesi, kontrol gorevi iistlenmis bir¢ok protein arasindaki uyum ile saglanmaktadir.
Bu proteinlerin sentezini diizenleyen genler ya proto-onkogenler ya da tiimér baskilayic
genler (TSG; tumor supressor gene-antionkogen)’dir (Topal, 2009). Cesitli nedenlerle normal
hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in Onemli bazi proteinlere ait kodlari igeren proto-
onkogenler ile timor baskilayici genler arasinda var olan dengenin bozulmasi, normal
hiicrelerdeki DNA dizilerinde degisikliklere, kansere engel olan bazi proteinlerin sentezinde
ise azalmalara neden olmaktadir (Topal, 2009; Aslan, 2010). DNA dizilerinde meydana gelen
degisiklikler proto-onkogenlerin kansere sebep olan onkogenlere doniismesine, normalde
timor olusumunu engelleyen proteinleri iireten tiimor baskilayici genlerin ise inaktive

olmasina neden olmaktadir (Aslan, 2010).



Normal bir hiicrenin kanserli hiicre olmasina neden olabilecek protein iiriiniine sahip
olan onkogenler, hiicrenin gerektiginde c¢ogalmasi icin gereken gen grubu olup hiicreyi
¢ogalmaya zorlamaktadirlar. Ote yandan tiimor baskilayici genler, onkogenleri dengeleyen ve
hiicrenin agir1 ¢ogalmasini engelleyen yine fizyolojik olarak bulunan gen gruplaridir. Bunlar
arasinda p53, RB1, p16, p21 ve ING ailesi gibi genler sayilabilir. Onkogenlerin aktive edici
mutasyon sonucu asir1 aktivasyonu ya da bunlari dengeleyen tiimor baskilayici genlerin
kromozomal lokalizasyonlarindaki delesyonu ya da inaktive edici mutasyon sonucu
fonksiyonlarini yitirmesi ile hiicre ¢ogalmasinin asir1 olmasi ve durdurulamamasi sonucunda
kanserlesmeye neden olmaktadir (Giindiiz ve ark., 2009).

Tiimor baskilayict genler arasinda en ¢ok arastirilan ve hergiin yeni bir islevi oldugu
anlasilan bir gen olan p53 tiimor baskilayict geni, 17. kromozomun p koluna yerlesmis
(17p13.1), 53 Kd agirliginda 393 aminoasitlik bir niikleer fosfoproteini kodlayan gendir. 11
exonu ve 10 intronu bulunan p53 geni, 5 ve 8 exonlarma karsi gelen protein bolgesi ile
DNA’ya baglanir. Normalde inaktif halde bulunan p53 molekiilii, DNA hasari ile aktif sekle
gelmektedir (Karaman, 2003). Aktif hale gelen p53 geni, hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurarak ya DNA tamiri i¢in gereken zamani saglar ya da diizeltilemeyen bir hata varsa
hiicreyi yaslanmaya (senesense) veya apoptoza yonlendirir. DNA biitlinliigiiniin, hiicre
canliliginin korunmasinda, hiicre siklusunun kontroliinde ¢ok islevli bir transkripsiyon faktorii
olan p53 tiimor baskilayici proteini ve onun fonksiyonlariyla baglantili genler komplike bir
gen agi olustururlar. Bu gen aginda olusan bir baglanti kopuklugunda engellenen p53 geni
birgok bozukluga neden olur (Y1lmaz ve Altunok, 2011). Kanser olusumuna ya onkogenlerin
ya yapilarinda meydana gelen degisiklikler ya da ekspresyon seviyelerindeki kantitatif
degisikliklerin yol a¢tigi diisiiniilmektedir. Bu degisiklikler arasinda gen delesyonu, nokta
mutasyonu, gen amplifikasyonu (gen c¢ogaltimi), kromozomlarda yeni diizenlenmeler ve
insersiyonal mutagenez (yeni DNA katilimi) gibi olaylar sayilabilir. DNA dizisindeki sadece
bir bazin degismesi (nokta mutasyon) ile proto-onkogenler, onkogenlere doniismekte ve
bunun sonucunda anormal gen kanserli hiicrelerde ¢ok sik goriilmekle birlikte normal

hiicrelerde ya ¢ok nadir goriiliir yada hi¢ goriilmez (http://www.ctf.edu.tr, Erisim tarihi: 16

Temmuz 2016). Biiyiime ve gelismeyi yonlendiren iiriin olarak sentezlenen onkoproteinler de
hiicre gelisimini ve boliinmesini uyararak kansere neden olmaktadirlar. Onkogene ait DNA
parcasinin ¢ok sayida replike olmasi ile meydana gelen gen amplifikasyonu proto-
onkogenlerin ¢alismalarini kontrol eden, malign degisimleri ve anormal biiylimeyi engelleyen

tiimor baskilayici genlerin her iki alleli kayboldugunda (heterozigotluk kayb1) veya bu genler
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mutasyona ugradiginda kontrol mekanizmasi ortadan kalkar ve tiimor olusumu gergeklesir

(http://www.ctf.edu.tr, Erisim tarihi: 16 Temmuz 2016).

P53 proteini, kanser hastalarinda mutasyonu en sik goriilen proteindir. Kanser
hastalarmin yaklasik % 50-55’inde mutant oldugu gosterilmistir. Meme kanseri gibi birgok
timorlerde, p53 geninin her iki allelinde kayip veya nokta mutasyonlar oldugu da tespit
edilmistir (Y1lmaz ve Altunok, 2011).

Tiimor hiicreleri, benign (iy1 huylu, selim) ve malign (ko6tii huylu, habis) olmak iizere
cevre dokulara yayilma 6zelliklerine gore iki gruba ayrilirlar.

Benign tiimorlerde, timor hiicreleri viicudun diger boliimlerine invaze olmazlar ya da
yerel dokular1 istila etmezler. Kapsiil olusturarak canlinin yasamini ¢ok fazla tehlikeye
sokmayan bening tiimorler sinir sistemi, damarlar ve kanallara basing yaparak hastalik
belirtilerini gosterirler ve genellikle operasyonla aliirlar. Kapsiil olusturmayan malign
timorler ise olustuklart yerden ayrilip viicut i¢inde baska bir bolgeye giderek ikinci bir
tiimore sebep olurlar. Bu olaya da metastaz denilmektedir (Y1ilmaz ve Altunok, 2011).

Kanser olusumunun nedenleri ile ilgili bilgiler az olmakla birlikte hastaliga zemin
hazirlayan neden pek ¢ok faktoriin oldugu da bilinmektedir. Bu faktorler arasinda giines 15181,
radyasyon, 1s1, endiistriyel maddeler, kronik irritasyon, ilaglar, besinler, sigara, alkol, virtis,
bakteri ve parazitler, 55 yas ve iistiinde olmak, stres, hareketsiz bir yasam tarzi, yiliksek
tansiyon, immiin yetmezlik gibi daha birgok faktor sayilmaktadir. Kanser olusumunda bu
cevresel faktorlerden baska genetik faktorlerin de rol aldigir bilinmektedir (Erman, 2007).
Cevresel faktorlerden kisaca agiklayacak olursak:

-Ultraviyole Isinlar: Giinesteki ultraviole 1sinlar1 direkt olarak melanoma ve diger
deri kanserleri olusumu ile iligkilidir. Ag¢ik havada ¢alisanlar, acik tenli insanlar ve giines
1s18ina  kontrolsiiz sekilde maruz kalanlarda deri kanserleri daha sik goriilmektedir

(http://sbu.saglik.gov.tr,Erisim tarihi: 15 Temmuz 2016).

-Iyonize Radyasyon: Epitelyal kanserler ve 16semi basta olmak iizere iyonize
radyasyonun da ¢esitli kanserlere yol agtig1 bildirilmektedir (http:/sbu.saglik.gov.tr, Erisim
tarihi: 15 Temmuz 2016).

-Kimyasal Karsinojenler: Katran ve komiiriin yanma tiriinleri, benzen, naftilaminler,

asbest, vinil klortir, krom vb. maddelerle meslekleri dolayisiyla temas etmek zorunda kalan
insanlarda kanserin olusabilecegi bildirilmektedir. Ornegin; boya sanayiinde galiganlarda
mesane kanserlerinin, plastik sanayiinde ¢alisanlarda karaciger kanserlerinin, Katranla
ugrasanlarda ise deri kanserlerinin goriildiigii belirtilmektedir (http://sbu.saglik.gov.tr, Erisim

tarihi: 15 Temmuz 2016).
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-Beslenme Faktorleri: Beslenme aliskanliklar1 sindirim sistemi kanserleri ile iliskili
oldugundan diisik yag ve yiiksek lif iceren beslenme sekilleri tavsiye edilmektedir
(http://sbu.saglik.gov.tr,Erisim tarihi : 15 Temmuz 2016).

-Sigara: Sigaranin igerisinde hem kanser siirecini baslatan hem de hizlandiran
maddeler bulunuyor. Akciger kanserlerinin ise neredeyse tamamindan sorumludur.
Kanserlerin tigte birinde sigaranin 6nemli rolii vardir. Ayrica, larinks, agiz boslugu, yutak,
mesane ve pankreas kanserleri riskini sigaranin artirdigi  da  belirtilmektedir

(http://sbu.saglik.gov.tr,Erisim tarihi: 15 Temmuz 2016).

-Alkol: Agiz, yutak, girtlak ve yemek borusu kanserleri riskini uzun siireli alkol alimi
arttirmaktadir. Bu kisilerde ¢ok alkol igenlerin genellikle ayni zamanda sigara da igiyor
olmasi kanser tehlikesini kat kat arttirmaktadir (http://sbu.saglik.gov.tr,Erisim tarihi: 15
Temmuz 2016).

-Viriisler: Bilinen en kiiciik mikroorganizmalardir. Bazi viriisler kapsiillerinin
icerisinde DNA tasir; hiicre igerisine girdikten sonra kendi DNA’larini hiicrenin DNA’sina
entegre eder ve kendilerini kopyalarlar. Bu entegrasyon hiicrenin DNA yapisini etkiledigi i¢in
normal hiicre ¢ogalmasimi da etkiler. Viriislerin deney hayvanlarinda kansere yol actig
gosterilmistir. Hepatit-B viriisiiniin insanlarda karaciger kanseri ile Ebstein-Barr viriisiiniin
Burkitt lenfoma ile iliskili oldugu da bilinmektedir (http://sbu.saglk.gov.tr.Erisim tarihi: 15
Temmuz 2016).

-Genetik Faktorler: Kanserlerin yaklasik % 20 sinin kalitimsal nedenlere bagh
oldugu disiiniiliyor. Daha ¢ok cocuklarda goriilen bir goz kanseri olan retinoblastoma

gibi,tiim meme kanserlerinin % 5—10’un da ailevi ge¢is goriilmektedir. Sonucta kanser tek bir

sebebe degil birden ¢ok sebebe bagli olarak gelisen bir hastaliktir (http://sbu.saglik.gov.tr,
Erisim tarihi. 15 Temmuz 2016).

Gelismis ve az gelismis iilkeler arasinda kanser insidans hizlarinin ve profillerinin
farklilik gosterdigi de bildirilmektedir. Gelismis iilkelerde, meme kanseri ve Kkolorektal
kanserler kadinlarda erkeklerden daha ¢ok, erkeklerde ise akciger ve prostat kanseri daha ¢ok
goriilmektedir. Az gelismis iilkelerde erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanseri,
kadinlarda ise meme ve serviks kanseri daha sik goriilmektedir. Tiirkiye’de ise kadin
niifusunda meme kanseri ve kolorektal kanserlerin, erkek niifusunda akciger, mesane ve mide
kanserlerinin daha siklikla izlendigi tespit edilmistir (http://www.tapdk.gov.tr,Erisim tarih: 20
Temmuz 2016).
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4.2. MEME KANSERI

Diinyanin hemen her bolgesinde meme kanseri dnemli bir saglik sorunudur. Kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tliriidiir. Akciger kanserinden sonra kansere bagli o6liimlerde
ikinci sirada yer almaktadir (Somunoglu, 2009; Saip ve ark, 2011). Yaklasik her 10 kadindan
birinin yasam boyunca bu hastaliga yakalanma riskinin ve yakalananlarin t¢te birinin de
yasamlarin1 bu hastalik nedeniyle kaybetme risklerinin oldugu bildirilmektedir (Golbasi ve
ark., 2010). 2012 yilinda 1.7 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmus ve son bes yilda
bu kanserden tedavi goren kadin sayisi 6.3 milyon olmustur. 2008 yilindan bu yana meme
kanserine yakalanan kadin sayisinda %20’nin iizerinde artis ortaya ¢ikmuistir. Buna karsilik,
meme kanserinden 6lenlerin oran1 % 14 azalmistir. Meme kanseri ayn1 zamanda kadinlarin en
cok hayatlarini kaybettikleri kanser tiirti olmustur. 2012 yilinda 522 bin kadin bu hastaliktan
dolay1 yasami yitirmistir. 184 iilkenin 140’inda kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olup,
kadinlarda goriilen en sik dort kanser tiirlerinde ilk siraya  yerlesmistir

(http://onkofar.com/vimages , Erisim tarihi : 15 Temmuz 2016).

Meme kanserleri tiimoriin olusumu, boyu ve metastaz durumuna gore gesitli evrelere
ayrilmigtir. Bu evreler soyledir (http://www.cancer.gov/cancertpics, Erisim tarihi: 15 Temmuz
2016).

Evre O;

Bu evre ayn1 zaman da 'in-situ’ olarak da isimlendirilmektedir. Bu evre, etrafindaki
cevre dokulara sigramamis ve yerinde kalmis kanser tiiriinii ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.
Olustuklar1 yere gore bu evre kanserler ikiye ayrilirlar. Eger siit kanallarinda (diiktus)
olusmussa ductal carcinoma in situ (DCIS) olarak isimlendirilirler. Eger kanser siit bezlerinde
(lobus) olugsmussa lobular carcinoma in situ (LCIS) olarak isimlendirilirler. Genel olarak
bakildiginda LCIS kanser olarak davranmaz ve bu yiizden de kanser gibi tedavi edilmez.
LCIS'nin mikroskopik &zellikleri normal hiicrelerden farkli ve kanser hiicrelerine daha
benzerlik gosterir. LCIS yalnizca gogsiin herhangi bir yerinde kanser olusmasi riskinin
arttiginm1 gosteren bir gostergedir. DCIS durumunda ise kanser hiicreleri olustuklari siit

kanallar1 igerisinde kalmis, gogsiin yag dokusu ya da lenf bezleri gibi viicudun  farkl
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alanlarina yayilmamstir ((http://www.cancer.gov/cancertpics, Erisim tarihi : 15 Temmuz
2016).

Evre I;

Meme kanserinin yayilabilen baslangi¢ sathasidir. Bu evrekanser hiicrelerinin
memeden bagka yerlere (lenf bezleri gibi) yayilmadigi ve tiimoriin 2 cm’den daha biyiik

olmadigi durumdur ((http://www.cancer.gov/cancertpics, Erigim tarihi : 15 Temmuz 2016).

Evre Il;
2 alt boliime ayrilmaktadir. Evre I1A bunlardan biridir :
*Koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser vardir, ancak memede tiimor yoktur.
* Koltuk altindaki lenf bezlerine yayilmistir.
Ya da tiimor 2 cm biiyiikliigiinde veya daha kiiciiktiir.
Diger evre olan Evre 1IB’de ise:
Evre 1IB'de timor:

2 cm'den biiyiik, 5 cm'den kiigiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmistir; veya
e 5 cm'den biiyiiktiir ancak koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamastir.

Evre I,
Evre HIA;

e Memede tiimor yoktur, ancak koltuk alt1 lenf bezlerinde (koltuk altindaki lenf bezleri)
birbirine veya ¢evre dokulara yapisik kanser vardir; veya

e Tiimor 5 cm veya daha kiigiiktiir ve ¢evre dokulara veya birbirine yapisik koltuk alt1
lenf bezlerine yayilmistir; veya

e Tiimor 5 cm' den biiyiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine (birbirlerine veya ¢evre

dokulara yapisik olabilir) yayilmistir.

Evre I11B;
Tiimdr herhangi bir boyut da olabilir ve

e Memeye komsu dokulara (deri veya gogiis duvari, kaburgalar veya goégiis duvarindaki

kaslar) yayilmustir,
e Meme icerisindeki lenf nodlarina veya kolun altindaki lenf nodlarina yayilmistir.

Evre IlIC;
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e Kanser kopriiciik kemigi altindaki ve komsu boyun boyunca uzanan lenf nodlarina

yayilmistir,

o Kanser kolun altindaki ve meme igerisindeki lenf nodlarina ve memeye komsu

dokulara yayilabilir.

Evre 1IC, ameliyat olabilir ve ameliyat olamaz olarak ikiye ayrilmaktadir.

Ameliyat olabilir Evre I111C meme kanserinde;

e Kolun altindaki lenf nodlarinda 10 veya daha fazla sayida lenf nodunda tutulum
vardir,

e Memedeki tiimorle ayni tarafli kopriiciik kemigi altindaki lenf nodlart ve komsu boyun
lenf nodlarinda yayilim vardir,

e Meme icindeki lenf nodlar1 ve kolun altindaki lenf nodlarinda yayilim vardir.

Evre IIIC; Meme kanserinde, kanser kopriiciik kemigi iistiindeki lenf nodlarina yayilmistir ve

memedeki tiimorle ayni taraftaki komsu boyun bolgesindeki lenf nodlarinda tutulum vardir.

Evre 1V;

Uzak metastatik kanserdir. Kanser viicudun diger bdlgelerine sigramustir.

Tekrarlayan kanser;
Tedaviden sonra tekrar olusan kanserdir. Kanser, lokal (meme veya gogiis duvarinda)
olarak veya viicudun herhangi bir bolgesinde (kemik, karaciger, akciger gibi) tekrarlayabilir

((http://www.cancer.gov/cancertpics, Erisim tarihi : 15 Temmuz 2016).

4.2.1. Meme Kanseri Olusumuna Etki Eden Faktorler

Meme kanserinin hangi nedene bagl olarak ortaya ¢iktigi tam olarak anlasilamamis
olmakla birlikte, diinyada yapilan arastirmalar sonucunda bazi Ozelliklere sahip olan
kadinlarda meme kanseri goriilme riskinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu 6zelliklere
risk faktorleri adi verilmistir. Bu risk faktorlerinden biri; BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
tasinmasidir. Bu genlerin goérevi meme hiicrelerinin normal olarak gelismelerini saglamak ve
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektir. Ancak bu genlerde bozukluk  veya

mutasyonlar olursa, meme kanseri riskinde artis meydana gelmektedir. Anormal BRCA1 ve
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BRCAZ2 genleri tiim meme kanserlerininyaklasik % 10'undan sorumludur. Anormal BRCA1
veya BRCA2 geni tasiyan meme kanserli hastalarin aile Oykiilerinde meme kanseri,
yumurtalik kanseri veya her ikisi yer almsktadir. Ancak, meme kanserli kadinlarin gogunun
aile oykiisiinde meme kanserinin bulunmadiginin da unutulmamasi gerekmektedir. BRCAT1 ve
BRCAZ2'min tanimlanmasiyla meme kanseri tarama ve tedavisinde yeni teknikler gelistirilmis
ve hastalik riski azaltilmistir.

Diger risk faktorleri sunlardir; ailede meme kanseri hikdyesinin olmasi, genetik
yatkinlik, onceden meme kanseri gegirmis olmak, alkol alimi, diisiik doz radyasyon,
pestisitlere maruz kalmak. Ayrica ilk adet gérme (menars), ge¢ menopoz, diabetes mellitus,
ilerleyen yaslar, obezite, dogum kontrol ilaglarmnin kullanimi, ilk dogumun geg yasta yapilmis
olmas1 veya ¢ocuk dogurmamis olmak gibi durumlar da meme kanseri olusumuna neden olan
onemli faktorler arasinda sayabilmektedir (Kosova ve Ari, 2008; Somonoglu, 2007; Karaman,
2003).

4.2.1.1. Ostrojen

Meme kanserinin gelisim nedenleri arasinda en ist siralart hormonlar almaktadir
(Karakus, 2010). Yapilan ¢alismalarda, Ostrojenin bu hormonlar arasinda en biiyiik risk
faktoriinlin oldugu tespit edilmistir (Martin ve Weber, 2000; Martin ve ark. 1990). Cogu
calismada 10 yildan fazla ostrojen aliminin meme kanseri gelisiminde ufak bir risk artigsina
sebep oldugu gosterilmistir. Fakat bu calismalarda ayni zamanda Ostrojen — aliminin
osteoporoz, kalp hastaligi, alzheimer ve kolon kanseri riskinin azalmasina sebep oldugu da
vurgulamistir. Ostrojen, kadin cinsiyet hormonudur. Biiyiik dlciide ovaryumlardaki olgun
graniiloza hiicrelerinden, az miktarda da bobrekiistii bezlerinden ve plasentadan salgilanir
(Altunkaynak ve ark. 2012; Russo ve ark. 2003). Dogal 6strojenler olan B-ostradiol (E2),
ostron (E1) ve ostriolden (E3) en fazla salgilanan B-ostradiol, en az salgilanan ise dstrondur
(Altunkaynak ve ark. 2012). Ostriol ise 6Ostradiol ve Ostronun oOzellikle karacigerdeki
oksidasyonu sonucu ortaya g¢ikan bir {irlindiir (Altunkaynak ve ark., 2012; Ozan ve ark.,
1999). Ancak gebelik déoneminde plasentadan bol miktarda salgilanmaktadir (Ozan ve ark.,
1999). B-ostradioliin, dstronun 12, Ostrioliin ise 80 kat1 Ostrojenik etkiye sahip oldugu da
bilinmektedir (Altunkaynak ve ark., 2012). B-Ostradiol, biyolojik olarak meme dokusu
lizerinde en aktif olan Gstrojendir (Russo ve ark.,2003).

Meme ve uterus dokusu bulundurduklari ostrojen reseptorleri (ER) nedeniyle
Ostrojenin etkilerine agik durumdadir. ER pozitifliginin meme kanseri vakalarinda %40-80

oranlarinda oldugu tespit edilmistir (Komiircii, 1995). ER pozitif meme kanseri hiicrelerinde
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Ostrojen, kendi reseptoriinii aktive ederek, hiicre siklusunun Gi fazini kisaltmakta ve hiicrenin
daha hizli bir sekilde boliinmesine neden olmaktadir (Karakus, 2010). Kanserli hiicrelerde
bulunan ER miktarinin, normal hiicrelerde bulunan ER miktarindan belirgin derecede fazla
oldugu tespit edilmistir (Tiiziiner, 2008).

Yapist itibariyle steroid bir hormon olan Ostrojenin, steroid siilfattan aktif olarak
sentezlenme mekanizmasi “intrakrin Ostrojen sentezi” olarak tanimlanmistir. Bu sentez
ozellikle deri, kemik, kas, yag ve meme bezi gibi perifer dokularda aromataz enzimi ve
steroid siilfataz (STS) ile katalize edilerek gerceklesmektedir. Hiicre igerinde &strojen
sentezinin menopoz oncesi donemdeki kadinlarda toplam oOstrojen yapiminin yaklasik %
75’ini, menopoz sonrast donemdeki kadinlarda ise %100’e yakinimi olusturdugu tespit
edilmistir. Menopoz oncesinde ovaryumda meydana gelen Gstrojen sentezi menop0z sonrast
donemde durmustur ve serbest Ostrojen konsantrasyonu biyolojik etki seviyesinin altina
inmistir. Ancak buna ragmen Ostrojene bagimli meme kanserlerinin biiyliik bolimii bu
donemde ortaya g¢ikmaktadir. Bu durumda, aktif Ostrojenin tiimor dokusunda steroid
stilfatlardan olusturuldugunu gostermistir (Karakus, 2010).

Ostrojene duyarli oldugu belirlenen meme kanserlerinde, Ostrojen hormonunun
yapimini baskilayan ya da Ostrojenin kanser hiicreleri iizerindeki etkisini azaltan ilaglar

sayesinde meme kanserli hastalarin yagsam siireleri belli oranlarda uzatilabilmistir.

4.2.1.2. Oksidatif Stres

Kuantum kimyasi1 kurallarina gore; ancak iki elektronun bir araya gelmesiyle bir bag
olusmaktadir. Insan viicudunda bulunan elektronlarin neredeyse tamamu elektron ciftleri
halinde bulunur ve oldukga kararli bir yapiya sahiplerdir. Aradaki bagin kopmasi durumunda
ise elektronlar ya birlikte kalarak baska bir atomun yapisina katilirlar ya da birbirlerinden
ayrilarak farkli atomlara baglanirlar. Birlikte kalmalari durumunda iyonlar, ayrilmalar
durumunda ise serbest radikalleri olustururlar (Aydemir, 2009). Son yoriingelerinde
eslesmemis elektron bulunduran atomlara “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” ya da
“reaktif oksijen tiirleri (ROS: reactive oxygen species)” isimleri verilmektedir (Tamer ve ark.
, 2000). ROS’un dokularda fazla miktarda bulunmasi veya iretilmesi bulundugu dokuda
hasarina yol agmaktadir. ROS’un yarattigt bu olumsuz etki “oksidatif stres” olarak
adlandirilmaktadir (Bagkol ve ark., 2007). Olusan serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar
sonucunda protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi viicuttaki 6nemli molekiillere baglanarak

onlarin ti¢ boyutlu yapilarinin bozulmasia ve pek ¢ok biyolojik soruna nedem olmaktadir

(Aydemir, 2009; Altan ve ark., 2006). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller
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oksijenden olusmaktadir (Tamer ve ark., 2000). Antioksidan savunma sistemi olarak
adlandirilan bir savunma mekanizmasi ise viicutta ROS’un olusumunu ve olusturabilecegi
hasart 6nlemek igin savagmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki denge, hiicreler ve dokular arasindaki biitiinliigiin korunmasi ve normal islevlerini
yerine getirmeleri i¢in olmak zorundadir (Aydemir ve Sari, 2009; Yokus ve Cakir, 2012).
Normalde ROS ve antioksidanlar arasinda var olan antioksidanlar ve ROS arasindaki denge
eger ROS lehine bozululursa oksidatif hasar meydana gelir ve eger bu hasar telafi edilemezse
ateroskleroz, diyabet, alzheimer, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser gibi birgcok sistemik
hastaligin olusmasina vesile olmaktadir (Aydemir ve Sari, 2009; Yokus ve Cakir, 2012).
Halliwell’e gore ROS kaynakli DNA hasarit olusumunda iki ana mekanizma rol oynar.
Bunlardan birincisi “direkt olarak hidroksil radikali tarafindan olusturulan DNA zincir
kiritlimi, baz modifikasyonu ve deoksiriboz fragmentasyonu, ikincisi ise, oksidatif stres
sonucu olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile meydana gelen DNA fragmentasyonlaridir
(Halliwell ve Aruoma, 1991).

Serbest radikaller hiicrelerde hem endojen hem de ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusabilmektedirler. Organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlari, endojen etkenler olarak sayilabilirler. Ekzojen kaynakli etmenler
arasinda ise; stres, virtisler, enfeksiyon, pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag
toksikasyonlar, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi, sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler, demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest lifleri,
mineral tozlar ve karbonmonoksit sayilabilir (Atmaca ve Aksoy, 2009).

Hiicresel membranlardaki lipitlerle, DNA’daki niikleotidlerle, proteinlerdeki siilfidril
gruplariyla reaksiyona giren reaktif oksijen bilesikleri oksidasyonlara neden olarak dokulara
zarar vermektedir (Waris ve Ahsan, 2006). Mitokondrial solunum esnasinda elektron transferi
stirecinde tekli elektron transferi ile oksijenden siiperoksit tiretimi ile baslayan ROS olusum
basamaklar1 hidroksil radikallerinin de ana kaynagini teskil etmektedir. Olusan siiperoksit
radikali kendiliginden dismutasyona ugrar ya da siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan hidrojen peroksite (H202) dondstiiriiliir. H202 hiicre i¢inde katalaz veya glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan toksik olmayan iiriinlere ¢evrilir. Ancak metal iyonlar1 varliginda
Fenton reaksiyonu ile olduk¢a toksik bir yapiya sahip olan hidroksil radikaline
doniistiiriilmektedir (Hekimoglu, 2010; Ozel, 2006).

Hiicrelerdeki DNA basta olmak {izere tiim protein, karbonhidrat, lipid gibi
makromolekiillerde de oksidatif hasar meydana getiren en reaktif ROS formunun hidroksil

radikali oldugu yapilan g¢aligmalarda tespit edilmistir (Strorz, 2005; Chan ve ark. 2011).
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Oksidatif stres hiicre 6liimiine neden olabildigi gibi, hiicresel igerigin hiicre membranininda
bulunan lipidlerin oksidasyonundan dolayr hiicre dis1 ortama yayilmasina da neden
olabilmektedir (Henrotin ve ark., 2003).

Mitokondriler gorevleri itibariyle baslica ROS kaynagidirlar. Buna ragmen, serbest
radikallerin zararli etkilerinden de en fazla etkilenen organellerin basinda gelmektedir.
Mitokondride meydana gelen sorunlar mitokondrial DNA (mtDNA) da dolayisiyla da
mitokondrial RNA (mtRNA) transkripsiyonu, mitokondrial protein sentezi ve mitokondrial

fonksiyonlarda meydana gelen hasarlarla da kendisini gostermektedir (Ide ve ark., 2001).

4.3.MCF-7 HUCRE SOYUNUN OZELLIKLERIi

MCF-7 hiicreleri, 1970 yilinda 69 yasinda bir hastanin metastatik dokusundan elde
edilen epitel hiicrelerdir. MCF-7 hiicreleri yapiskan Ozellikler gosterip aymi zamanda
transfeksiyonlar i¢inde uygundur. Bu hiicreler ER pozitif 6zellik gdsterdiginden dolayr meme
kanseri arastirmalarinda sik sik kullanilirlar. Bu hiicrelerin biiyiimesi in-vitro olarak TNF

alpha ve anti-estrojenler ile inhibe edilebilir (Sekil 4).

ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7
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Sekil 4. 1:MCF-7 Hiicre Soyunun Yapist (ATCC Number:HTB-22)
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Sekil 4. 2:Resveratrol” un Molekiiler Yapisi

Resveratrol (RES) (3,4”,5-trihidroksi-stilben) bir¢ok bitki tarafindan bakteri ve fungi
gibi patojenlere, sicaklik dalgalanmalarina, UV 1gmlarina ve yaralanmaya karsi dogal olarak
tretilen bir fitoaleksindir. Resveratrol, ilk olarak 1940 yilinda Michio Takaoka tarafindan
Veratrum grandiflorum O.Loes.’in (beyaz helleborus) kok bilesenlerinde tanimlanmustir
(Cichewicz ve Kouzi, 2002). Daha sonra 1977 yilinda Langcake, resveratroliin Vitis vinifera
(asma) yapraklarinda UV 1sinlarina ve fungal enfeksiyonlara karsi sentezlendigini gostermistir
(Langcake ve Pryce, 1997).

Resveratrol bu giine kadar yapilan ¢alismalarda 72 tiir, 31 cins ve 12 familyada tespit
edilmistir (Alkan, 2007). Yaygin olarak,Polygonum cuspidatum (g¢oban degnegi), Vitis
vinifera (asma), Vaccinium sp. (kizilcik), Veratrum grandiflorum (beyaz ¢opleme), Arachis
hypogea (yer fistig1) ve Morus rubra (dut) bitkilerinde bulunur (Shishir ve ark., 2006). Cin ve
Japon geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan Polygonum cuspidatum bitkisinin kokii en
zengin trans-resveratrol kaynagi olarak kabul edilir (Soleasa ve ark., 1997).

Resveratrol; antioksidan, antikanserojen, antiviral, antiinflamatuar, kalp koruyucu ve

kolesterol diisiiriicii 6zellikleri ile tip alaninda pek ¢ok calismada kullanilmistir.
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Hayvan modellerinde yapilan ilk calismalarda, resveratroliin kanser riskini timor
bliylime faktoriinii engelleyerek ve kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirerek azalttig
goriilmiistir (Jang ve ark., 1997). Laboratuvar ortaminda, diisik konsantrasyonlarda
kullanilan resveratroliin insan 16semi hiicrelerinde apoptozu baslattig1 goriilmiistiir (Ahmad ve
ark., 2004). Laboratuvar ortaminda yapilan baska ¢alismalarda da resveratroliin meme kanseri
hiicre soylarinda, medulloblastoma hiicre soylarinda ve kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu
baslattig1 ve tiimor biiyiimesini engelledigi gosterilmistir (Schneider ve ark., 2000). Bunun
yani sira, prostat kanserinin oOnlenmesi ve tedavisinde etkilidir (Kim ve ark., 2003).
Koroner kalp hastaliklar1 riskini, trombosit kiimelesmesini ve LDL oksidasyonunu onleyerek
azaltir (Koca, 2008). Cesitli ¢alismalarla, anti-proliferatif etkisi de kanitlanmistir (King ve
ark., 2006).

Resveratrol ve viicutta olusan metabolitlerinin (trans-rezveratrol 3-O-siilfat,
transrezveratrol 4’-O-siilfat, trans-resveratrol 3-O-4’-disiilfat, trans-resveratrol 3-Oglukuronit
ve trans-resveratrol 4’-O-glukuronit), insan malign MCF-7, MDA-MB-231,ZR-75-1 meme
kanseri hiicre kiltiirii tizerinde sitotoksik etkileri arastirilmistir. Sonugta, resveratrol,
hiicrelerin yasam siirelerini anlamli dl¢iide kisaltirken, siilfatlanmis metabolitleri zay1f aktivite

gostermistir ( Fed, 2011).

4.4.1.Resveratrol’un Anti-Kanser ve Apoptik Etkisi

Resveratroliin kanser Onleyici aktivitesi, tiimor hiicrelerinin hiicre dongiisii siireci,
proliferasyonu, apoptozu, metastazi, anjiyogenezi ve invazyonunu diizenleyen gesitli hiicre
sinyal molekiillerinin modiilasyonu vasitasiyla gergeklesmektedir.Resveratroliin kemoterapiye
diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelerek kemoterapotik ajanlara karsi direngli hiicreleri
duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Gupta ve ark.,2011). Bazi tiimor hiicrelerinde kansere
karsi resveratroliin koruyucu olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Apoptozun indiikklenmesi bir
cok anti-tiimor tedavisi i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Resveratrol, kiiltire edilmis kanser
hiicre dizilerinde hiicrelerin c¢ogalmasin1 engelleyebilen bir O6zellige sahiptir ve hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptozun indiiklenmesinde onemli rol oynamaktadir. Huh-7
karsinom hiicrelerinde 25 puM resveratroliin, hiicre dongiisiinii durdurmasi ve apoptoza neden
olmasi Liao ve ark.lari tarafindan yapilan ¢alismada bildirilmistir (Liao ve ark., 2010).
Resveratroliin K-562 hiicrelerinde PKC ve ERK1/2 p53 fosforilasyonuna ve apoptoza neden
oldugu rapor edilmistir (Chakraborty ve ark., 2008; Can ve ark., 2012).
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Japonya’da yapilan arastirmalar, resveratroliin diyetlere eklenmesiyle meme kanseri
hiicrelerinin biliylimesini inhibe ettigini ve bat1 tipi diyetlerdeki linoleik asitin biiyiime
tesvikini bloke ettigini gostermektedir.

Yiiksek dozda resveratrol radyasyonla kombine edilince, Annexin V ile Olgiilen
apoptoz ve ROS’da artis oldugu bildirilmistir. Resveratroliin tek basina ROS aktivitesinde
degisiklige neden olmadig1 da ayni ¢alismada rapor edilmistir (Sun ve ark., 2008).

Son bilgiler resveratrol’lin essiz bir hiicre yok etme sistemine sahip oldugunu ve timor
baskilayici gen p53 olsa da olmasa da kanser hiicrelerini 6ldiirdiigiinii gostermektedir. Ayrica
resveratrol’iin meme kanseri iizerine etkisi, Ostrojen reseptor pozitifte olsa, Gstrojen reseptor
negatif te olsa goriilmektedir (www.kilispostasi.com/modules, Erisim Tarihi: 16 Temmuz
2016). Resveratrol, meme kanseri hiicrelerinde hormon-duyarl ve hormon-direng etkilerinin
her ikisini de gostermektedir. Resveratroliin meme kanseri hiicrelerinde anti-baslatic1 ve anti-
ilerletici aktivitelerini de gosterdigi kaydedilmistir (Corre ve ark., 2005).

Bircok dokuda antikanserojen etkisi gosterilen resveratroliin, etki mekanizmalar1 giin
1s181na ¢ikarilmayr beklemektedir. Resveratrol hiicre farklilasmasini inhibe ederek kanserin
ilerlemesini kontrol altina alabilmektedir. Resveratroliin maymun deri kanseri modelinde
malign timor gelisimini ve tiimor olusumunu engelledigi gosterilmistir. Resveratroliin insan
meme epitel hiicresinde, zaman ve doza bagimli olarak ¢ogalmay1 durdurdugu gosterilmistir
(Jang ve ark., 1997). Resveratrol tedavisi ile canli hiicre sayisinin azaltildigi ve hipertrofi
gelisiminin Onlendigi gosterilmistir. Bu etkilerinin, siklooksijenaz enzimi (COX) olusumunun
protein kinaz C yolu tizerinden inhibisyonu ile oldugu gosterilmistir (Coskun, 2004; Jang ve
ark., 1997). Apopitozun, hiicre cogalmasi ile 6liimii arasindaki dengede kritik bir rolii vardir;
bununla beraber kanserin olusumu ve gelisimini 6nleme noktasinda da 6nemlidir. Bir¢ok
sitotoksik ve sitostatik kanser ilacinin kanser hiicrelerinde apopitozu etkiledigi bilinmektedir.
Insan promyleositik 16semi hiicrelerinde resveratroliin hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi,
apopitozu etkin kildigi, antiapopitotik onkoprotein Bcl-2 artisin1 engelledigi ve DNA da
kirilmalara neden oldugu gosterilmistir. Resveratroliin lenfoblastoma hiicrelerinde, apopitozu
artirdi@1 bilinen p53 proteinindeki artis1 belirgin sekilde tetikledigi ortaya koyulmustur
(Huang ve ark., 1999). Insan meme kanseri hiicrelerinde, dioksin ve benzopirinlerin
arilhidrokarbon aracili kanserojenik etkilerinin resveratrol ile azaltilabilindigi gdsterilmistir
(Casper ve ark., 1999). Kanser tedavisinde biiylik yer tutan tirozin kinaz grubu enzimlerin
inhibisyonun insan plasental ve prostatik adenoma hiicrelerinde calisildigi bir ¢alismada,
resveratroliin olumlu etkileri tespit edilmistir. Nitrik oksidin tiimdr gelisiminde, yayiliminda,

anjiyogenezisinde ve tiimor hiicrelerinin gogiinde etkili oldugu murin meme tiimorii ile ilgili
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bir ¢aligmada gosterilmistir. Bir¢ok insan kanserlerinde NOS aktivitesinin arttig1 da
bilinmektedir. Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis peritoneal eksuda makrofajlarinin NO
olusturmalar1 resveratrol ile baskilanmistir. Ayrica DNA sentezini baskiladigi, apopitozu
indiikledigi ve hiicre siklusunda hiicreleri Go/G1 fazinda durdurma gibi etkileri saptanmustir.
Resveratroliin hepatik metastatik invazyonu o6nledigi ve melonom hiicrelerinden hazirlanan
in-vitro bir diizenekte de hiicre ¢ogalmasi ile reaktif oksijen tiirlerini azalttigin1 gosterilmistir
(Gusman ve ark., 2001).

Meme kanseri riskinde, resveratrol tiiketimiyle azalma oldugu ¢esitli calismalarda
belirtilmistir. Resveratroliin dstrojen reseptor bagimli meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
inhibe ettigi gosterilmistir. Kalp damar sistemi {izerinde, onun dstrojen benzeri biyolojik
aktiviteleriyle resveratrolun olumlu etkileri iyi bir sekilde iliskilendirilmektedir. Jank ve
ark.’nin yaptig1 calismada; 25 uM resveratrol uygulanan farelerde, cilt timorlerinin sayisinin
% 98 oraninda azaltildig1 belirtilmistir (Jang ve ark., 1997). Tiimorlii fare sayisi da % 88
oraninda azalmistir. Resveratroliin antitimor etkisinin riboniikleotid rediiktaz, DNA
polimeraz, protein kinaz C, siklooksijenaz-2 aktivitelerinin inhibisyonuna, karsinogenezin
inhibisyonuna ve apoptotik hiicre aktivasyonuna bagli olabilecegi bildirilmistir (Jang ve ark.,
1997). Resveratroliin 23mg/l dozda 10 giin siiresince, farelere igme suyu igerisinde veya oral
olarak 20 mg/kg dozunda giinde iki kez uygulanmasi neticesinde kanserli hiicrelerin biiylimesi
engellenmistir (Asensi ve ark.,, 2002). Kirmizi sarap ekstrelerinin insan plasenta
mikrozomlarinda aromataz enzimini inhibe ettigi gosterilmistir. Aromataz enziminin asiri
miktardaeksprese oldugu disi transgenik farelerinin 3 hafta boyunca gavajla oral olarak 100 pl
kirmiz1 sarap ekstreleriyle beslenmesi sonucu, hiperplazinin ortadan kalktigi, aromatazin asiri
eksprese olmasina bagli olarak meme dokusunda gergeklesen neoplastik degisikliklerin
azaldig1 gosterilmistir. Meme kanseri hiicre dizisi MCF-7 hiicrelerinde resveratroliin aromataz

enzimini inhibe ettigi gosterilmistir (Eng ve ark., 2001).

4.5.APOPTOZ

Organizmada hiicre canlilig: siirekli bir denge halindedir. Bir taraftan yeni hiicreler
sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6limii ile ortadan kaldirilmaktadir.
Boylece organizmadaki canli ve Oli hiicreler arasindaki denge korunmaktadir. Hiicre
6liimiiniin baslica iki tipi vardir, bunlar apoptoz ve nekroz olarak tanimlanir (Ameisen, 1996;

Thompson, 1995). Hem apoptoz hem de nekrozda diizenli olarak birbirini izleyen
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biyo kimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (Kiess ve Gallaher,
1998).

1842 yilinda Vogt tarafindan hiicrelerin normal gelisim siirecinde meydana gelen
hiicre 6limii tanimlanmistir. 1965 yilinda ise “programlanmis hiicre 6limii” terimiilk defa
kullanilmistir. 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan da “Apoptoz” terimi ilk defa
kullanilmustir (Kerr ve ark., 1972). Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
yogunlagmis kromatin parcalarin1 gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek

bu olay1 biiziisme nekrozu olarak adlandirmstir.

Apoptoz koken olarak "apo-pto-sis” 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da “sonbaharda

yaprak dokiimii" anlamindadir (Touchette, 1991).

Hiicre proliferasyonu nasil mitoz ile belirleniyorsa, belirli bir dokuda olmasi gereken

hiicre sayis1 da apoptoz ile belirlenir (Belamy ve ark., 1995; Cummings ve ark., 1997).

Apoptoz ve mitozyani hiicre 6limii ve hiicre ¢ogalmasi dokuda hep bir denge
halindedir. Apoptoz ayni zamanda; programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik
hiicre 6limii olarak da adlandirilmaktadir (Belamy ve ark., 1995; Majno ve Torisl, 1995;
Schwartzman ve Cidloski, 1993).

Wyllie, 1980 yilinda apoptoz {lizerine yaptigi deneylerde; olgunlasmamis timiis
hiicrelerini glukokortikoidlere maruz birakmis ve apoptotik hiicre DNA'sin1 agaroz jel de
yiriliterek apoptotik hiicrede DNA biitiinliigliniin kalmadigini, apoptotik hiicre igin
karakteristik olarak tanimlanan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu géstermistir
(Wyllie, 1980).

1993 yilinda Cohen yaptig1 arastirmalarda; steroidlerin yliksek dozda kullanilmasinin
timus hiicreleri tizerinde meydana getirdigi etkileri incelemis ve timus hiicrelerinin yiiksek
doz steroid sonrasinda direkt olarak apoptoza yonelmedigini, apoptoza neden olacak genleri
olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bildirmistir (Cohen, 1993). Bu durumda
apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii sekli oldugu ortaya ¢cikmustir (Cohen,

1993).

Apoptoz genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla diizenlenir (Cohen,
1993). Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma membrani

yirtilir. Hiicreden etrafa kemoatraktanlar salgilanarak inflamasyon olusur. Apoptoz da ise
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hiicre bitiinliigii bozulmaz. Apoptoz enerji gerektiren fizyolojik bir hadisedir. Bu yiizden
hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptoz ile mi yoksa nekroz ile mi o6lecegine yon verir,
Enerji ihtiyact gercegi mitokondrinin hiicredeki Onemini apoptozun erken fazinda
gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi
saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir (Lu ve ark., 2000). Apoptoz, hiicrenin kendisini aktif
olarak yok ettigi bir intihardir. Bu olay1 tanimlayan baglica iki durum vardir; ¢ekirdekte

meydana gelen biiziilme ve DNA’nin fragmantasyonudur (Gavrieli ve ark., 1992; Lu ve ark.,
2000).

4.5.1.Apoptoz Mekanizmalari
Apoptozun indiiklenmesi igin ii¢ temel sinyal yolu bulunmaktadir.
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracilig1 ile apoptozun olusturulmasi
2. Hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile apoptozun tetiklenmesi

3. Endoplazmik Retikulum vasitasiyla apoptozun olusturulmasi

iliim Reseptirleri Yolu Mitokondriyal Yol
\ FasL
oksldanlar  seramid dlgl'l‘k‘l'l
DNA « »
hasar " ' ,'
"

FADD

DISC
Prokaspaz 8 =

- mmpus

B

Sllol\rom-t

Hiicresel Hedefler <= Kaspaz 3 apoptozom

Sekil 4. 3: Apoptozda Goriilen Sinyal Yollari
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4.5.1.1.Mitokondriyal Yol ile Apoptoz

Apoptozu baglatan yollarin kavsak noktasinin mitokondri oldugu belirlenmistir.
Ozellikle mitokondri i¢ membraninda bulunan ve elektron transport zincirinin bir iiyesi olan
sitokrom-c’nin salinmasi, apoptozu geri doniilmez bir sekilde baslatir. Sitokrom-c,
mitokondriden apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ile beraber sitoplazmaya salinir. Bunun
ardindan, sitokrom—c sitoplazmik bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktor
(APAF-1)’e baglanir ve onu aktive eder. ATP’nin de katilimiyla “apoptozom” ad1 verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz—9’un aktif kaspaz—9  haline
doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriini (ICAD, Inhibitor of Caspase—Activated
Deoxyribonuclease) inaktiflestirir. Boylece, ICAD’in baglandigi kaspazla aktiflesen
deoksiribonukleaz (CAD, Caspase—Activated Deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da
apoptozun  karakteristik  bulgularindan biri olan kromatin yogunlagmasimna  ve

oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (Derici, 2007).

4.5.1.2.D1s Sinyaller Yolu ile Apoptoz

Oliim aktivatdrleri olarak bilinen Fas (APO-1,CD95) ve tiimér nekroz faktor (TNF)’{in
hiicre yiizeyinde yer alan Fas-L ve TNF-1 reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya
prokaspaz-8’i aktive eden sinyaller gonderilir. Aktive olan kaspaz-8 de, kaspaz kaskadini

tetikleyerek apoptozu olusturur (Keane ve ark., 2001; Lou ve ark.,1998).

4.5.1.3.Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre i¢i kalsiyum deposu olarak goérev Yyapar
(Nakamura ve ark., 2000). Bunun yanisira, hem ER stresi ile hem de hiicre oliimiini
tetikledigi ve c¢esitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezi ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Derici, 2007). Kaspaz-12, ER membraninda yer alan ve bu yolla olusan apoptozda gerekli
olan bir kaspazdir. Hiicre igindeki artan kalsiyum seviyesi kaspaz-12’nin aktive olmasina
neden olur ve kaspaz-9 ile etkileserek kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve ark., 2001; Antar,
2005).
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4.5.2. Apoptozun Goriildiigii Durumlar

4.5.2.1. Embriyonik Donemde Go6zlenen Apoptoz

Memelilerde embriyonik dénemde gozlenen apoptoz, embriyoda el ve ayak parmak
taslaklarinin arasindaki ara dokunun ortadan kalkmasi, merkezi sinir sisteminin sekillenmesi,
kan damarlariin sayisinin azaltilmasi, fotusun cinsel gelisimi sirasinda duktus sisteminin
gerilemesi gibi bircok siiregte meydana gelir. Baska bir ornek de ise;  kurbagalarin
metamorfoz sirasinda kuyruklari da apoptoz ile kayboldugu belirtilebilir. Ayrica goziin lens
hiicreleri embriyonik gelisimin ileri evrelerinde apoptozla 6liir ve igleri kristallin adi1 verilen
seffaf bir protein ile dolar (Vaux, 1999; Franz, 1997).

4.5.2.2.Postnatal Hayatta Gozlenen Apoptoz

Kemik iligindeki kan iiretiminin dengede tutulmasi igin (Hughes ve Gorospe, 1991)
kan hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, menstruasyon sirasinda endometriyumun i¢ tabakasinin
dokiilmesi, menstruel siklus sonunda korpus luteumun involusyonu gibi birgok fizyolojik olay
apoptoz ile gerceklesir. ince barsaklardaki kriptalarin tabanlarinda yeni olusan hiicrelerde,
zamanla kriptalarin uglarina go¢ ederler ve bu hiicreler apoptoz gegirdikten sonra barsak
bosluguna dokiiliirler. Deri hiicreleri de derinin bazal tabakasinda olusur. Zamanla bu hiicreler
derinin en st tabakasina dogru go¢ ederler. Hiicreler bu go¢ sirasinda derinin her tabakasinda
cesitli farklilasma ozellikleri gosterirler, en sonunda da organizmayi dis etkenlere karsi
koruyan tabakay1 olusturmak iizere oliirler. Immiin sistemin ¢ok &nemli hiicreleri olan T
lenfosit hiicrelerinin olgunlagma yeri timusdur. T lenfositlerinin reseptdr kompleksleri eksik
olanlar veya organizmanin kendi dokularma karsi1 reaksiyon verme potansiyeli tagiyanlar da
kan dolasimina girmeden once apoptozla ortadan kaldirilirlar. Tim bu 6rneklere ek olarak,
stitten Kkesilen disilerin meme bezlerinde ve kastrasyon yapilan erkeklerin prostat bezlerinde
de apoptoz gozlenir (Marti ve ark., 2001; Ford, 2001).
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4.5.2.3.Patolojik Durumlarda Gézlenen Apoptoz

Diyabet, parkinson hastaligi, alzheimer hastaligi, viicudun bagisiklik sisteminin
diizglin islemedigi durumlarda ortaya ¢ikabilen bagisiklik sistemi hastaliklari, viral
enfeksiyonlar, tiimér olusumu, AIDS, aterosklerozis, miyokard infarktiisii, organ
transplantasyonlari, oksidatif stres, alkolizm, X isinlar1 ve radyasyon gibi bir¢ok patolojik
durum da canlida apoptoza neden olur (Blanch ve ark., 1999; Hughes ve Gorospe, 1991,
Kannan ve Jain, 2000).

4.5.3. Ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz, sadece sonug odakli diisiiniildiigiinde, hiicrede yarattigi bu degisikliklerle
nekrozun bir pargasiymig gibi algilanabilir. Ancak nekroz ile aralarinda birgok farklilik

mevcuttur (Sekil 4.4).
Fiziksel Farklar;

1- Nekrozdan, tek tek olabilecegi gibi birbirine birlesik hiicre gruplart da etkilenir, oysa
apoptoz da hiicreler tek basina etkilenir (Cummings ve ark., 1997; Spencer ve ark., 1996).

2- Nekrozun gergeklesmesi icin fizyolojik uyaranlara ihtiya¢ yoktur, apoptoz ise bir¢ok
durumda fizyolojik uyaranla da baslayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmasi)
(Belamy ve ark., 1995; Wyllie, 1980).

3- Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye kemotaktik maddeler yayar. Bu kemataktik maddeler
araciligl ile o bolgeye ¢agrilan makrofajlar tarafindan nekrotik hiicre fagosite edilir.
Apoptoza ugrayan hiicre ise cevreye nekrotik hiicre gibi fagositleri ¢ekici etki yapan
kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya makrofajlar araciligi ile
direkt olarak fagositoza ugrar. Nekrozda ile apoptoz arasindaki en temel fark da, nekroz
da inflamatuvar cevabin olup, apoptozda ise olmamasidir (Belamy ve ark., 1995;
Cummings ve ark., 1997; Majno ve Torisl, 1995).

Morfolojik Farklar;

1- Nekroz siirecinde hiicre zar1 biitiinligli bozulur, apoptoz da ise zarda kabarciklar
goriiliir fakat nekroz gibi asla zar biitiinliigii bozulmaz (Cohen, 1993; Spencer ve ark.,
1996).
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Nekroz ilk once sitoplazma ve mitokondride goriilen sisme ile baslar, apoptozda ise
nekrozun tersine sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlagsmasi goriiliir (Cummings
ve ark., 1997; Cohen, 1993).

Nekroz hiicrenin tamaminin par¢alanmasi ile son bulur, apoptoz ise hiicrenin daha ufak
parcalara (fragmanlara)ayrilmasi ile son bulur.Bu kiigiikk  parcalara apoptotik
cisimcikler ad1 verilir (Cummings ve ark., 1997).

Nekrozda hiicre zarinda vezikiil olusumu yoktur, total pargalanma olur; oysa apoptozda
zara bagl vezikiiller olusur (Cohen, 1993)

Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi s6z konusudur, apoptozda; apoptozu
baslatan bcl-2 gen ailesinin trettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile organellerin
devamlilig1 bozulmaz yani biitiinliigii korunur, ancak delikli halde bir yapiya kavusur
(Cohen , 1993) (Sekil 4.4).

Biyokimyasal Farklar;

1-

Nekrozda hiicre i¢i iyon dengesinde farkliliklar meydana gelir, apoptozda hiicre i¢inde
siki bir sekilde denetlenen enzimatik olaylar mevcuttur (Wyllie, 1980).

Nekroz siirecinde hiicre enerjiye ihtiyag¢ duymaz, nekroz pasif bir sekilde
gergeklesebildigi gibi +4 °C’de bile hiicre nekroza ugrayabilir. Apoptoz siirecinde ise
hiicre enerjiye ihtiya¢g duyar, aktiftir ve +4 °C'de sicaklikta gergeklesemez (Cohen,
1993).

Agaroz jel elektroforezi yontemiyle hiicre DNA’sina bakildiginda, hiicrede nekroz
stirecinde DNA rastgele parcalanir. Oysa apoptozda DNA pargalanmasi rastgele
degildir, DNA’da monooligoniikleozomal pargalanma gergeklesir. Bu da agaroz jel
elektroforezinde apoptoz igin karakteristik olan “ladder pattern” olarak adlandirilan
merdiven seklinde kirilmalarin gézlemlenmesini saglar (Wyllie, 1980; Estman, 1995).
Nekroz siirecinde, genetik materyal hiicre biitiinliigli bozulmadan o6nce parcalanir
(postlitik DNA parcalanmasi). Bu olay nekrotik hiicre oliimiiniin ge¢ bulgusudur.
Ayrica apoptozda enzimatik reaksiyonlar1 Kkatalizlemesi i¢in mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom c gibi bir¢ok faktoriin salinimi mevcuttur (Easman, 1995;
Bortner ve ark.,1995).

Nekroz siirecinde hiicre membrani spesifik olmadan pargalanir, apoptozda isemembran
bilesenlerinin asimetrisinde degisiklikler meydana gelir (6rn: Bir membran fosfolipidi
olan fosfotidilserin zarin sitoplazmaya bakan yiiziinden ekstraseliiler yliziine dogru yer

degistirir). Bu degisiklik apoptotik hiicrenin nekrotik hiicreden farkli olarak

28



inflamatuvar reaksiyon olugturmadan diger hiicrelerce taninip, fagosite edilmesini

saglar (Cohen, 1993).

Sekil 4. 4: Nekroz ve Apoptozun Elektron Mikroskobu Goriintiileri A: Apoptoz, B: Nekroz

4.5.4.Apoptozun Genetik Kontrolii

4.5.4.1..1. Antiapoptotik Proteinler

Proto-onkogenlerin gdérevi normal hiicre biliylimesi ve gelismesini diizenlemektir. Bu

genlerin aktivasyonunda meydana gelen mutasyonla onkogen adin1 alir.

Onkogenler, hiicreyi uyararak, hiicrenin asir1 bliylime ve boliinmesini saglar. Timor
baskilayici genler ise onkogenleri baskilar ve onlar1 dengelerler (Akins ve ark., 1996; Milerk
ve ark., 1990; Nowell, 1990). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, baz1 onkogenlerin ve timor
baskilayici genlerin apoptozun kontroliinii sagladiklarini gostermektedir (Caotes ve ark.,
1996). C-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) genleri, omurgali hiicrelerinde
apoptoz siirecinde gergeklesen enzimatik reaksiyonlar1 diizenleyen genler olarak
bilinmektedir ve bu enzimatik reaksiyonlarda gorev yapan proteinler de genler ile aym
adlarla anilmaktadir (Choi ve ark., 2001; Newton ve Strasser , 1998; Nakano, 1997; Wyllie,
1995)
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p-53:

p-53 geni apoptozu diizenleyen tiimdr baskilayici bir gendir. Hiicrede hipoksi ve
serbest radikal olusumu ile p-53 aracilt DNA onarimi ve apoptoz baslatilir (34). p53 proteini
hiicrenin interfazda DNA hasar1 olustugu zaman Gi fazindan S fazina gegisini engeller. Bu
gecikme ile hiicrede DNA’nin onarilmasi igin zaman kazanilir, eger DNA’nin onarilmasi
basarilamiyorsa hasarli hiicreler apoptoza yonlendirilir (Nkano, 1997; Miyashita ve ark.,

1994; Spencer ve ark., 1996).
c-myc:

c-myc proteini transkripsiyonda gorev alan bir transkripsiyon diizenleyici proteindir.
Gorevi yardimcr diger faktorlerle beraber hiicre proliferasyonuna ve hiicrenin apoptoza
yonlenmesine sebep olmaktir (Miyashita ve ark., 1994). C-myc protoonkogeninin goérevi;
hiicrede biiylimenin programlanmasidir. Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biiylime
faktorleri yoksa biiyiime durur, ¢ogalma sadece her ikisinin de yeterli oldugu durumlarda
gerceklesir. C-myc tek bagina hiicre proliferayonunu saglayamaz, hiicrede yardimci biiyiime
faktorleri yok ise hiicrede apoptoz gortliir (Schwartzman ve Cidloski, 1993; Evan ve ark.,
1992; Wagner ve ark., 1993).

Bcl-2 ve Bcl-xl:

Bcl-2 protein ailesi, antiapoptotik protein ailesi olarak da adlandirilir. Bcl-2 protein
ailesi apoptotik selalenin kontroliinii saglayan en 6nemli gruptur ve sayilari bir diizineden
fazladir (Lu ve ark., 2000; Newton ve Strasser, 1998). Bax ve bad gibi bu ailenin bazilar
apoptoz siirecinde Onciil olarak goérev yaparken, digerleri antiapoptotik gdreve yani hiicre
koruyucu gorevleri olan proteinlerdir (Newton ve Strasser, 1998). Bu proteinlerin seviyeleri

hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina dair kritik kararin verilmesini belirler.

Bcl-2 ailesi proteinlerinin hiicredeki gorev yeri mitokondridir. Bcl-2 giiglii bir 6lim
inhibitoriidiir (Newton ve Strasser, 1998). Bcl-2 ailesinin proteinleri apoptozu engellemek igin
antioksidan yolakta mitokondriden sitokrom-c salinimini  engellemede de heniiz
aydinlatilamayan sebeplerden dolay1 rol oynar. Bcl-2 mitokondri membrani disinda, hiicrede
endoplazmik retikulumda ayni zamanda niikleer membranlarda bulunur (Choi ve ark., 2001;

Newton ve Strasser, 1998; Miyashita ve ark., 1994; Korsmeyer, 1992).
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Bcl-xI proteini mitokondri dig membraninda bulunur. Bel-xI ve Bcl-2 beraber ¢alisarak
mitokondri membraninin gegirgenligini korurlar. Proapoptotik proteinler olarak bilinen Bax
ve Bad’i inhibe ederek apoptozu engellerler (Keane ve ark., 2001). Bcl-xl kaspaz
aktivasyonunu sitokrom-c araciligi ile Apaf-1 tizerinden 6nler (Lu ve ark., 2000; Hu ve ark.,
1999; Newton ve Strasser, 1998).

Bax ve bad proteinleri pro-apoptotik proteinlerdir ve apoptozda énemli rolleri olan
kaspaz protein ailesi tiyelerindendir. Bunlarin da sayilar1 olduk¢a fazla olup, yaklasik olarak
bir diizineden fazladirlar. Kaspazlar sistein proteazlar ailesindendir ve aspartik asitten sonraki
peptit baglarin1 kirarlar. Kaspazlarin aktiviteleri apoptoz yolunda ortaya ¢ikar. Kaspaz 9’un
uyarilmasi bcl-2 ailesi tarafindan gergeklestirilebildigi gibi inhibisyonu da yine bcl-2 ailesi
tarafindan gergeklestirilir. Kaspaz selalesinin baska tiyelerinden olan kaspaz-2 ve kaspaz-8,

TNF—a gibi inflamatuvar sitokinler tarafindan aktive edilir.
XIAP, clAP1, clAP2, NAIP:

Bazi memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, Bruce, Survivin, pIAP olarak
tanimlanan apoptoz protein inhibitorleri, antiapoptotik protein ailesindendir ve hem omurgali
hem de omurgasizlarda tamimlanmistir. Bu ailenin tiyelerinden bir¢ogu apoptozisi kaspaz-3,
kaspaz-7 ve kaspaz-9’a direkt olarak baglanarak ve onlari inhibisyonunu saglayarak
gerceklestirirler (Keane ve ark., 2001). Kaspazlarin bu siiregteki inhibisyonu, apoptoz protein
inhibitorleri ve mitokondrial yol ile gergeklesir(Li ve ark., 2000, Keane ve ark., 2001,Bao ve
Liu, 2003).

4.5.4.2.Proapoptotik Proteinler

Bax, Bad ve Bid, Bcl-2 ailesinin en iyi bilinen proapoptotik proteinlerindendir.
Saglikli bir hiicrede bax proteini sitozolde bulunur. Apoptotik sinyaller ile sitozolde bulunan
bax mitokondriye yonelir ve birtakim degisimler sonucunda bax’m hidrofobik C terminal
ucunun agiga cikmasiyla sitokrom-c salinimina neden olur. Kalsiyum bagimli dogal bir
proteaz olan kalpain tarafindan bax proteininin salinimi uyarilarak sitokrom-c acia ¢ikar
(Miyashita ve ark., 1994; Wingrave ve ark., 2003). Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri
membraninin dig zarinda bulunur. Apoptoz siirecinde bax degisime ugrar ve N terminal ug
aciga c¢ikarken bcl-x1 bad’dan ayrilir (Korsmeyer, 1992; Wagner ve ark., 1993). Bid proteini,
bcl-2’yi inaktive etmek veya bax’i aktiflemek tiizere mitokondriye yonelir (Newton ve

Strasser, 1998). Endojen bid’in yarisi sitozolde erir. Diger yaris1 ise hiicre i¢i membranlarda
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ozellikle de endoplazmik retikulumda bulunur (Li ve ark., 2000; Lu ve ark., 2000;Rao ve ark.,
2001).

4.6.APOPTOZUN BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

Apoptozu belirlemek i¢in birgok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler, morfolojik,
immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve immiinolojik ydntemlerdir. Hiicrede apoptozu

belirleme yontemlerini su sekilde siniflandirabiliriz (Derici, 2007);
1. Morfolojik goriintiileme yontemleri;
- Isik mikroskopi
Hematoksilen-eosin boyama
Giemsa boyama
- Floresan mikroskopi / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi
Hoechst boyasi
DAPI
Propidium iyodiir (PI)
- Elektron mikroskopi
- Faz kontras mikroskopi
2. Immiinohistokimyasal y&ntemler;
- Anneksin V Yontemi
- TUNEL Yo6ntemi
- M30 Yontemi

- Kaspaz—3 Yontemi
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3. Biyokimyasal yontemler;
- Agaroz Jel Elektroforezi-DNA Fragmentasyonu
- Western Blotting
Substrat kirilmalar1
Aktif kaspazin belirlenmesi
Sitokrom-c saliverilmesi
- Flow Sitometri
DNA azalmasi
Anneksin V
4, Immiinolojik yontemler;
- Enzim ilintili immiin test (ELISA)
- Florimetrik yontem
5. Molekiiler biyoloji yontemleri
Anneksin V Yontemi:

Apoptoz siirecinde olmayan normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmaya bakan
yiiziinde bir fosfolipid olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse
normalde hiicre membraninin i¢ yiiziinde bulunan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine
gecis yaparlar. Dis yiize gegcen PS'ler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis
Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilir. Anneksin V isaretleme yontemi ile apoptotik

hiicreler saptanmis olur.
"Flow" Sitometri:
-DNA azalmas1
-Annexin V

Florasan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak, apoptozda hiicrede salindig:

bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasi flow sitometri yardimiyla
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Miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay ve kisa zamanda uygulanan bir
yontemdir. Ayrica nicel olarak sonu¢ verebilmesi bakimindan klinikte apoptozun

belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.
Apoptoz, flow sitometri ile iki sekilde belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b. Anneksin V antikoru kullanilarak

Anneksin V yontemi apoptoza ugrayan hiicreleri belirlememizi saglayan bir metoddur.
Apoptoza ugramis hiicreler, apoptotik cisimcikler olarak da adlandirilan bir¢ok vezikiile
dontismektedir ve bu yapilara “blebbing” adi verilir. Blebbinglerin dis kisimlar1 yine hiicre

membrani ile kaplidir. Fakat vezikiillerin disin1 kaplayan membran saglikli hiicrelerin ki gibi

degildir (Tesarik ve ark., 1999).

Membran fosfolipidlerinden bir tanesi olan fosfatidilserin, normal bir hiicrede hiicrenin
plazma membraninin sitoplazma kismina bakan i¢ yiiziinde bulundugu halde, apoptotik
slirecin basglamasi ile birlikte hiicrenin plazma membraninin dis ylizeyine ge¢meye baslar.
Fosfotidilserinin bu membranin dis yiizeyine translokasyonu, hiicrenin komsu hiicreler

tarafindan taninarak, fagosite edilmesini saglar.

Apoptotik hiicrelerin tespitinde, apoptotik siiregte olan hiicrelerde meydana gelen bu
fizyolojik degisimlerden yararlanilir. Anneksin-V antikoru, apoptoz siirecindeki hiicrelerin
membranlarinin ekstraseliiler kisminda ortaya cikan fosfatidilserine baglanabilen bir protein
oldugundan, hiicre yiizeylerine Anneksin-V baglanma oraniyla, 0 hiicre popiilasyonundaki
apoptoza ugramis hiicrelerin oranini belirlenebilmektedir (Overbeeke ve ark., 1998; Tesarik
ve ark., 1999) (http://www.roche-applied-science.com/prod_inf/manuals/cell_man Erisim
tarihi: 9 Ekim 2016).
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Hiicre Membram Degisiklikleri

Apoptotik Hicrelerde Fosfatidilserin Dagilimi

normal hiicre

= Phogphatidylserne

Apoptotik membranin dis kismina |
cikan fosfatidilserme simdi
annexin-V badlanabilmektedir

Fosfatidilserine annexin-V
badlanmasi mamkiin

Sekil 4.5: FITC ile isaretli Annexin-V hiicre yiizeyine ¢ikan fosfatidilserine baglanabilmektedir.

(http://www.roche-appliedscience.com/prod _inf/manuals/cell _man/p04.pdf Erisim tarihi: 9

Ekim 2016)

Florosan isaretli Anneksin-V  kompleksinin hiicrenin ekstraseliiler yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanma orani flow-sitometri yontemi ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin ylizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in flow-sitometri de ikinci
bir boya olarak nekrotik hiicre belirteci olarak tanimlananpropidiyum iyodiir eklenmektedir
(Overbeeke ve ark., 1998; Kockx ve ark., 1998; Tesarik ve ark., 1999).

Bu yontemde Anneksin-V pozitif, Propidyum iyodiir negatif hiicreler apoptozise ugramis
hiicreler olarak tanimlanmigtir. Hem Anneksin-V hemde Propidyum iyodiir pozitif hiicreler de

nekroza ugramis hiicreler olarak degerlendirilmektedir.
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Hiicre Membran Degisiklikleri
FITC-Annexin-V ile Flow-cytometric tayin

Annexin Propidium lodide Dual Analysis
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Sekil 4.6: FITC-Anneksin V’in apoptotik hiicrelere baglanmas: ile elde edilen hiicre dagilimlar
flow-sitometrisinde normal ve apoptotik hiicreleri birbirlerinden ¢ok net olarak ayirabildigi gibi
apoptoza ugramis hiicre sayilarina kantitatif olarak ulagabilme imkani da saglayabilmektedir. Ayn1
anda Propidium iyodiir de eklendiginde yiizde ka¢ hiicrede ayn1 anda nekrotik Oliimiin de

oldugunu anlama sansi ortaya ¢ikmaktadir.

(http://www.roche-applied-science.com/prod_inf/manuals/cell _man/p04.pdf Erisim tarihi: 9
Ekim 2016)
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Hucre Membran Degisiklikleri

Anneksin-V yontemi apoptoz ve nekrozu aym 6mekte gosterilebilir.

Normal Hiicreler — Apo ptotik Hiicreler Nekrotik hilcreler

Anneksin V
Boyamasi

Propidyum
Iyodiir
Boyasi

Tablo 4.1: Anneksin-V pozitif, Propidyum iyodiir negatif hiicreler apoptotik hiicreler. Hem
anneksin-V. hem de propidyum iyodiir pozitif hiicreler de nekrotik hiicrelerdir.

(http://www.roche-applied-science.com/prod_inf/manuals/cell_man/p04.pdf Erisim tarihi: 9
Ekim 2016)
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1.CALISMADA KULLANILAN LABORATUVAR CiHAZ VE
KiMYASALLARI

5.1.1 Kullanmilan Cihazlar

Biyogiivenlik Kabini Class 2 ( ESCO LABCULTURE CLASS I1)
Inverted Mikroskop (OLYMPUS)

CO2 Inkiibatér (SANYO)

Derin Dondurucu (SANYO)

Otoklav (ERNA)

Santrifiij (HERAUS)

Pipet Aid (LABNET)

Elektronik Hassas Terazi (RADWAG)

Otomatik Pipetler (AXYGEN)

Chem Analyzer-ELISA (CHEMWELL)

Azot Tanki(BIO-CANE 34)

Flow Sitometri Olgiim Cihaz1 (BD ACCURI C6)
pH metre (METTER TOLEDO)

Vortex Mixer (LABNET)

Su Banyosu (MERMERT)

5.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Fetal Calf Serum (GIBCO)

Penicilin-Streptomycin (GIBCO)



Tripsin-EDTA %25 (STEMCELL)

DMEM-F12 Ham (MULTICELL)
MTT(3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide; Thiazolylblue) (SIGMA)
APC-Anneksin V (BD PHARMINGEN)

Propodium lodide (LIFE TECHNOLOGIES)

PBS (BIOMATIC)

Resveratrol (SIGMA)

Dimetil siilfoksit (GIBCO)

5.1.3. Kullanilan gerecler:

Steril Filtre (BD FALCON)

Santriftij Tiip 50 ml (NEST)

Santriftij Tiip 15 ml (NEST)

Disposable Pipet (5-10 ml) (CAPP)

Vidali Kapakli Flasklar (T-25, T75 cm2/yiizey) (NEST)

Plate (96 kuyucuklu)(CITOTEST)

5.2.YONTEMLER

5.2.1.Hiicre Kiiltiirii Asamasi

5.2.1.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhg:

Deneyler istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirildi.
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Deneylerde Istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Arastirma
Laboratuvarindan saglanan MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) meme kanseri hiicre

soyu kullanildi.

Hiicreler, icerisinde inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FCS), 0,2 mM glutamin,
100 pg/ml streptomisin, 100 IU/ml penisilin igeren DMEM-F12 Ham medyumunda
(Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu, besleyici karisim F12 Ham medyumu) 37
°C’de, % 5 CO2ve 1 atmosfer basing altinda 25 ve 75 cm?’lik steril flasklar igerisinde kiiltiire
edildi. DMEM-F12 Ham medyumu ticari olarak kullanima hazir sekilde satin alindi.
Hiicrelerrutin olarak haftada 2 kez pasajlandi. Hiicreler, yogunluk olarak flaskin yar1 yiizeyini

kapladiklarinda deneylerde kullanildi.

FCS’nin Kullanima Hazirlanmast:

FCS -20 °C’de sakland1 ve tasinmasi soguk zincirle yapildi. Stok serum kullanilmadan

once 56 °C’de 1/2 saat 1s1 ile inaktive edildi.
Hiicre Kiiltlirii Deneylerinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas:

Kullanilan Tripsin-EDTA ticari olarak kullanima hazir bigimde temin edildi.
Kullanimdan énce 0,22 pm’lik milipor filtreden siiziilerek steril hale getirildi ve -20 °C’de

saklandi.

Penicilin-Streptomycin kullanima hazir halde satin alind1 ve-20 °C’de saklandu.

Fosfat tamponu ticari olarak tablet halinde kullanima hazir bigimde temin edildi. +4
%C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce bidistile su icerisinde ¢oziildii.

5.2.1.2 Hiicre Soyunun Ag¢ilmasi

Uzun siire s1v1 azot buharinda saklanmis olan hiicreler ¢6ziinmesi saglanana kadar 37
°C’lik su banyosunda tutuldu. Céziinen hiicre siispansiyonu %20 serumlu medyum igeren

flasklara damla damla aliarak 3-4 saat 37 °C’de, %5 CO2 ve 1 atm basing altinda
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inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda hiicre medyumu % 10 serumlu medyumla

degistirildi.

5.2.1.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Sayimi

Hiicreler 25 cm®’lik flasklarda 8-10 ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 25 ml % 10 FCS ve
100 IU/penisilin-streptomisin igeren DMEM-F12 Ham medyumu igerisinde % 80-90

yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle iiretildi.
Hiicre sayimai;

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak icin, iizeri 4
adet 16 kiiciik kare iceren bolgeden olusan 1 mm?lik alan ve 0,1 mm derinlige sahip
hemasitometre kullanildi. Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki

formiille hesaplandi.

Toplam hiicre say1si/ml = Hemasitometre sayim sonucu x 10*x Medyum Miktar1 (ml)

5.2.1.4. Resveratroliin Hiicrelere Verilecek Dozlarinin Ayarlanmasi;

Resveratrol, dimetil siilfoksit (DMSO) icinde coziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Resveratrol 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM son konsantrasyonlari olacak
sekilde ana stoktan DMSO ile diliisyon yapilarak hazirlandi.

Sitotoksik Dozlarin Degerlendirilmesi:

Hiicrelerin verilen etken maddenin her konsantrasyonu i¢in tiim siirelerin sonunda
invert mikroskop altinda fotograflar1 ¢ekildi ve sitotoksik doz alanlari fotograflar {izerinde
belirtildi.
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5.2.2. MTT Ol¢iimii

Bu 6l¢tim i¢in 96 kuyucuklu mikroplate kullanildi. MCF-7 hiicrelerinin 24 saat siire ile
mikroplatelere tutunmasi beklendikten sonra hiicreler her kuyucuga 100 pl hiicre
slispansiyonu olacak sekilde aktarildi. Test periyodunun sonunda {ist medyum kuyucuklardan
cekildi ve iizerlerine 100 ul MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat siire ile 37 °C’de % 5 CO2’de
inkiibasyona birakildi. MTT soliisyonu 5 mg/ml olacak sekilde PBS iginde ¢oziiliip steril
filtrasyon ile bir siseye transfer edilerek hazirlandi. 4 saat inkiibasyon sonunda MTT
soliisyonu kuyucuklardan ¢ekildive kuyucuklarin tiizerine MTT ile olusan formazon
kristallerini ¢6zmek igin 200 ul DMSO eklendi, hemen ardindan 540 nm dalga boyunda elisa
okuyucuda okutuldu. Okunan absorbans degerine gore sitotoksisite diizeyi belirlendi.

Sitotoksisite diizeyleri asagidaki formiil ile hesaplandi.
1-(test kuyucugunun absorbansi/kontrol kuyucugunun absorbansi)x100

Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki gdsteren konsantrasyon sitotoksik doz
olarak kabul edildi.

MTT o6lgiimiinde etken maddenin her konsantrasyonu i¢in 3 kuyucuk kullanildi ve her

konsantrasyon igin 12, 24 ve 48 saatlik deney gruplari olusturuldu.

B,C,D-2 kontrol grubu, B,C,D-3 10 uM resveratrol, B,C,D-4 25 uM resveratrol,
B,C,D-5 50 uM resveratrol, B,C,D-6 100 uM resveratrol, B, C,D-7 250 uM resveratrol,
B,C,D-8 500 uM resveratrolkonsantrasyonlari olacak sekilde MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu
mikroplatelere ekildi. ( Sekil 5.7, 5.8, 5.9, 5.10)

Sekil 5.7 :MTT Testi Oncesi 96 Kuyucuklara Ekilmis Hiicreler
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Sekil 5.8: 12. saat MTT Sonug Goriintiileri:

Sekil 5. 9: 24, saat MTT Sonug Goriintiileri:
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Sekil 5. 10 :48. saat MTT Sonuc¢ Gortintiileri:

5.2.3.Apc Anneksin V ile Flow Sitometri Ol¢iimii

1) Tripsin-EDTA ile flasktan kaldirilan hiicreler falkona alindi. Falkona alinan hiicreler iyice
stispanse edilerek sayim igin 10 ul ¢ekilerek ependorfa alinarak 10 pl trypan blue ile
karistirilip Thoma Lamu ile sayildi ve toplam hiicre (TOTAL) sayilar1 hesaplandi.

2) Her hiicre hatt1 i¢in 3x10° hiicre (TOTAL) alinarak santrifiij edilir ve iist s1v1 vakumla atild1
3) Hiicre pelleti 1 ml PBS ile sulandirilip santrifiij edilerek yikandi.

4) Ust s1v1 vakumla atildiktan sonra hiicre pelleti 100 pl Annexin Binding Buffer ile

sulandirilarak ependorf tiiplere alindi.

5) Her bir 6rnege 5 ul Annexin-V-APC boyasi eklenerek kisaca vortekslendi ve 30 dk oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

6) Inkiibasyon sonunda 300 pl soguk Annexin Binding Buffer ilave edildi, 6rnekler buz

uzerine alindi.

7) 2ug/ml Propodium Iodide (PI) eklendi ve 10 dakika bekletildi.
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8) Ornekler 40 pm lik filtrelerden gegirilerek BD Accuri C6 akim sitometri cihaz ile analiz
edildi.

NOT: Apoptoz analizlerinde; Annexin-V ve hiicre canlilik belirteci olan Pl boyasi ile ikili

boyama yapilarak erken/ge¢ apoptotik hiicre ayrimi miimkiin olmaktadir.

Deneyler i¢in her dozdan iki adet 25 cm?’lik flasklara hiicre ekimi yapildi.

Anneksin Binding Buffer Hazrlanisi

0.1 M HEPES (pH: 7.4)
50 ml hacimde hazwland:s 022 pm filtreden
1.4 M NaCl gecirilip +4 °C de saklandi.

25mM CaClz
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6. BULGULAR

Calismamizda MTT o6l¢iimii i¢in 96 kuyucuklu mikroplateler kullanildi. Resveratroliin
uygulanacak tiim dozlarimnin herbiri i¢in 3 kuyucuga ekim yapildi. Kontrol grubuna resveratrol
uygulanmadi. 12, 24 ve 48 saat zaman araliklarinda deney tekrarlandi (Tablo :6.2, 6.3, 6.4,
6.5).

6.1. MTT SONUCLARI

Resveratrol 12.Saat absorbans 24 .Saat absorbans 48.Saat absorbans
degeri degeri degeri
Kontrol 1,1458 1,0827 2,2779
10 pM 1,0322 1,1143 2,2813
25 uM 1,0132 0,9724 1,9517
50 pM 1,0287 0,8812 1,644
100 pM 0,9663 0,614 1,1569
250 pM 0,8221 0,4412 0,7646
500 pM 0,4276 0,2552 0,1812

Tablo 6.2: 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM Resveratrol Verilmis ve Hi¢ Resveratrol verilmemis
(Kontrol) MCF-7 Hiicre Soyunun 12, 24 ve 48. Saatlerindeki MTT Absorbans Degerleri.

46



12. Saat Absorbans/Konsantrasyon

=
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kortro 10pM  25uM S50pM  100pM 250 pM 500 uM

Konsantrasyon

Tablo 6.3: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250
uM, 500 uM Konsantrasyonlarinda 12. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi

24. saat Absorbans/Konsantrasyon

Absaorbans

kontro 10 puM 25 puM 50 uM 100 pM 250 pM 500 pM
Konsantrasyon

Tablo 6.4: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250
uM, 500 uM Konsantrasyonlarinda 24. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi
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48. Saat Absorbans/Konsantrasyon

(=]
Ln

[2=]

Absaorbans

(=]
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kortrol ~ 10pM  25uM  50pM 100pM 250pM 500 pM

Konsantrasyon

Tablo 6.5: MCF-7 Hiicre Soyunda Resveratroliin Kontrol Grubu, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250
uM, 500 uM Konsantrasyonlarinda 48. Saat Absorbans/Konsantrasyon Grafigi

MTT analizlerinde, kontrol grubuna gdére % 50 absorbans azalmasma yol agan
resveratrol dozu sitotoksik doz olarak belirlenmistir. 12. saatte Olciilen analizlerde
sitotoksikdoz 250-500 uM arasinda, 24. saatteki Ol¢timlerde 100-250 puM arasinda, 48.
saatteki Ol¢limlerde ise 100 uM olarak belirlenmistir. Bu sayede MTT analizi ile hiicre sayis1

da degerlendirilmistir.

6.2. ANNEKSIN V FLOW SITOMETRI SONUCLARI

Annelksin WV () Anneksin WV (+) Annelksin WV () Annelksin WV (+)
PI () PI (-} FI (+) FI (+)
100 ph 12, Saat %6755 0608 94233 o504
100 ph 24, Saat a7l 1 %al 5 %625 8 91 6
100 ph 48. Saat 2650.9 2633 26425 953 .4
2S00 pM 12. Saat 26773 261.8 2185 2e1.4
250 ph 24. Saat 26T T.0 2e0.9 26217 204
250 pM 48, Saat %642 5 63 O %647 8 %ot O
Kontrol 12. Saat 2aT8 T %60 3 %6209 %0 1
Kontrol 24. Saat 9473.6 2606 9625.4 2504
Kontrol 48. Saat %656.35 203 2643.0 2502

Tablo 6.6: Kontrol Grubu 24 ve 48. Saat MCF-7 Hiicre Soyu ve 100 ve 250 uM Resveratrol Verilmis.
MCF-7 Hiicre soyunda 12, 24 ve 48 Saatlerdeki canli Hiicre (Anneksin V (-) Pl (-)), Erken
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Apoptotik hiicre {Anneksin V (+) PI (-)), Nekrotik Hiicre (Anneksin V (-) PI (+)) ve Geg Apoptotik ve
Nekrotik Hiicre (Anneksin V (+) PI (+)} Yiizde Degerleri.

Calismalarimizdan elde edilen Anneksin 'V Flow-Sitometri 6lglim  sonuglari

degerlendirildiginde;

1-

12 saat sonunda 100 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 75,5 iken 250
UM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 7,3, kontrol grubunda ise % 78,7, 12
saat sonunda erken apoptotik hiicre oranlar1 100 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde
% 0,8, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde % 1,8, kontrol grubunda ise % 0.3
olarak degerlendirilmistir. Geg apoptotik hiicre yiizdeleri, 100 pM resveratrol
verdigimiz hiicrelerde % 23,3, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik %
19,5, kontrol grubunda ise % 20,9. Nekrotik hiicre yiizdeleri ise, 100 uM resveratrol
verdigimiz hiicrelerde % 0,4, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 1,4,
kontrol grubunda ise % 0,1 olarak belirlenmistir ( Sekil 6. 11,Sekil 6. 12, Sekil 6. 13).
24. Saatin sonunda 100 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 71,1 iken 250
uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 77, kontrol grubunda ise % 73,6
olarak belirlenmistir.Erken apoptotik hiicre oranlar1 100 uM resveratrol verdigimiz
hiicrelerde % 1,5, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde % 0.9, kontrol grubunda
ise % 0,6 olarak degerlendirilmistir. Geg apoptotik hiicre yiizdeleri, 100 uM
resveratrol verdigimiz hiicrelerde % 25,8, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde
canlilik % 21,7, kontrol grubunda ise % 25,4. Nekrotik hiicre ylizdeleri ise, 100
uMresveratrol verdigimiz hiicrelerde % 1,6, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde
canlilik % 0,4, kontrol grubunda ise % 0,4 olarak belirlenmistir (Sekil 6. 11, Sekil 6.
12, Sekil 6.13).

48. Saatin sonunda 100 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 71,1 iken 250
uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik % 77, kontrol grubunda ise % 73,6
olarak belirlenmistir. Erken apoptotik hiicre oranlar1 100 uM resveratrol verdigimiz
hiicrelerde % 3,3, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde % 3,9, kontrol grubunda
ise % 0,3 olarak belirlenmistir. Geg apoptotik hiicre yiizdeleri, 100 uM resveratrol
verdigimiz hiicrelerde % 42,5, 250 uM resveratrol verdigimiz hiicrelerde canlilik %
47,8, kontrol grubunda ise % 43 olarak belirlenmistir. Nekrotik hiicre yiizdeleriise,
100 puM resveratrol verdigimiz hiicrelerde % 3,4, 250 uM resveratrol verdigimiz
hiicrelerde canlilik % 6, kontrol grubunda ise % 0,2 olarak belirlenmistir (Sekil 6. 11,
Sekil 6. 12, Sekil 6.13).
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Sekil 6.11: 12, 24 ve 48. Saatlerdeki Resveratrol Verilmemis Kontrol Gruplarinin Flow Sitometrik
Olgiim Grafikleri
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Sekil 6.12:100 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12, 24 ve 48. Saatlerdeki Flow

Sitometrik Ol¢iim Grafikleri.
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Sekil 6.13: 100 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12, 24 ve 48. Saatlerdeki Flow
Sitometrik Ol¢iim Grafikleri.
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Sekil 6. 14: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunda 12, 24 ve 48. Saatlerdeki Flow
Sitometri Ol¢iim Grafikleri.

53



Sekil 6.15: MCF-7 Hiicre Soyu Kontrol Grubul0x40 Mikroskop Goriintiisiidiir.

Sekil 6.16: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 12. Saat 10x40 Mikroskop

Goruntisudiir.
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Sekil 6.17: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 24. Saat 10x40 Mikroskop

Goruntisudiir.

Sekil 6.18: 250 uM Resveratrol Verilmis MCF-7 Hiicre Soyunun 48. Saat 10x40 Mikroskop

Goruntisudiir.
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7. TARTISMA

Hem diinyada hem de iilkemizde % 22'lik oran ile kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra gelen ikinci 6liim nedeni kanserdir. 2000'li yillarin basinda diinyada yilda 6 milyon
insan kansere yakalanirken bu saymnin oniimiizdeki yirmi yil igerisinde daha da artacagi
tahmin edilmektedir. 12 milyon kisi 2005 yilinda kansere yakalanmis, kanser nedeni ile 7
milyon insan yasamini yitirmistir. 2030 yilinda 24 milyon insanin kansere yakalanacagi, 17
milyon insanin ise aym yil kanser nedeniyle yasamim yitirecegi Diinya Saglik Orgiitii ve
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerilerine gére tahmin edilmektedir

(http://onkofar.com/vimages/pdfler, Erisim tarihi: 15 Temmuz 2016).

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirti olan meme kanserinin, diinya genelinde 2008
yil1 itibariyle diger kanser tiirlerine oranla gdriilme oraninin % 23’iinii, ( Duijts ve ark., 2011,
Jermal ve ark.,, 2011,) kanser nedeniyle gerceklesen Oliim oranlarinin ise %14 lini
olusturdugu tespit edilmistir (Jermal ve ark., 2011). Son 20 yil igerisinde bu hastaliktan
kaynaklanan Oliim oranlar1 artis gostermesine ragmen, meme kanserinin tedavisinde ve
teshisinde olduk¢a 6nemli gelismeler kaydedilmistir (Al-Hajj ve ark., 2003; Andre ve ark.,
2010).

Hastaliga objektif bir sonu¢ elde edilmesi ve ¢oziim olabilmesi i¢in  endokrin
tedavinin ya da kemoterapinin tek tek veya beraber uygulanmasi sonucunda bile siire¢ 6liimle

sonuglanabilmektedir (Muss ve ark., 1991).

Son on yil boyunca bu hastaligin tedavisinde kullanilmak {izere pek ¢ok ilag
gelistirilmistir. Vinorelbin, paklitaksel, dosetaksel, letrozol, anastrozol bu ilaglar arasinda
sayilabilirler (Andre ve ark., 2004). Bu ilaglar ve yeni uygulanan anti-tiimor ilaglar ile kanser
kemoterapisi hizla gelismekte ve boylelikle pek ¢cok kanser tiirii tizerinde daha pozitif sonuglar
elde edilmektedir. Baz1 durumlarda bu ilaglar normal doku ve hiicreler iizerinde yan etkiler
olusturabilmektedir. Fakat ¢ogunlukla c¢esitli kanser tiirleri lizerinde uygulanan kemoterapi
basarili sonuglar vermektedir. Ilaca kars1 viicudun gelistirdigi diren¢ sonucunda da tedavi
etkili olamamaktadir. Ila¢ direncinin sebepleri ve mekanizmalar1 uzun zamandir arastirilmakta
ve klinik olarak ¢ok ciddi bir konu olarak 6nem arz etmektedir. Hiicrenin antiapoptoz veya
apoptoz yolunu se¢mesi tamamen ilaca karsi gostermis oldugu hassasiyetle ya da direncle

ilgilidir (Tsuro ve ark., 2003).
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Kanser hiicrelerinde aktif hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz bazen cesitli anti-
timor ajanlar1 vasitasiyla baslatilabilmektedir (Kaufmann ve Earnhaw, 2000). Ancak
apoptozun durdurulmasi ya da engellenmesi bazi burumlarda s6z konusu olmakta ve meydana
gelen ilag¢ direncinin nedeninin ne oldugunu ortaya koymaktadir (Tsuruo ve ark., 2003).
Normal hiicrelere gére oldukga hizli biiyiiyen ve ¢ogalan neoplastik hiicreleri proliferatif
donemde iken tahrip edip ortadan kaldirmak kemoterapétik ajanlarin amacidir. Ancak bu
etkileri yaparken bazi normal hiicreler bile kemoterapiden etkilenmekte ve bu durum da yan
etkilere neden olmaktadir. Yan etkilerden en ¢ok kan hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki
hiicreler, kil folikiilleri, spermler, kalp, mesane, bobrekler, akcigerler ve sinir sistemi organlari

gibi hayati organlar etkilenmektedir (Tiirk, 2013).

Aerobik organizmalar yasam boyu oksijene ihtiya¢ duymakta, metabolizmanin normal
isleyisi i¢in oksijen kullanilmakta fakat bundan dolay1 hiicre ve dokular igin oldukg¢a zararl
olan serbest radikaller (ROS) (http://tapdk.gov.tr, Erisim tarihi: 17 ekim 2016) ve oksidatif

stres meydana gelmektedir (Karbownik ve ark., 2001).Siiperoksit radikali (O2 - ),encok
bulunan serbest radikaldir. Mitokondri ve endoplazmik retikulumdaki elektron transportu
sirasinda ortaya ¢ikan siiperoksit radikalidir. Canli hiicrelerdeki lipid, seker, amino asit,
niikleotid ve DNA gibi hemen hemen biitiin molekiillerle reaksiyona girerek olusan radikaller
hiicreye zarar vermektedir. Sonucta kanser, nérodejenerasyon ve otoimmiin hastaliklar gibi
pek c¢ok hastaligin gelisimine sebep olmaktadirlar(Rodriguez ve ark.,2004; Karbownik ve
ark.2001).

Organizmalar bazi savunma sistemleri gelistirerek serbest radikallerin ve onlara ait
reaktantlarin neden oldugu hasarlardan hiicreyikorumak i¢in hiicre i¢i ortami Serbest
radikallerin zararl etkilerinden korumak isterler ve bunu gergeklestirmek i¢in de hemen

antioksidan sistemleri devreye sokarlar (Mats, 2000).

flaglarin yarattign giiclii yan etkiler ve kanserli hastalarin tedavi siirecinde yasadig
olumsuzluklar diisiiniildiigiinde, antioksidan ve antikanserojen etkisi olan yeni ilaglarin

gelistirilmesi ve kullanilmasi 6nem arz etmektedir.

Ayrica kemoterapi ilaglar1 hem antioksidanlarda (GSH, GSH-Px, katalaz, vitamin A,
E, C, ¢inko ve sitokrom C) azalmalara hem de ROS diizeylerinde artisa neden olmaktadir
(Giindiiz ve ark., 2009). Bu nedenle parenteral veya oral yolla alinan farkli yap1 ve 6zellikteki

antioksidan maddeler yardimiyla ROS diizeyleri azaltilmaya ¢alisilmakta ve antioksidan
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aktiviteleri arttirilarak kemoterapotiklerin neden oldugu yan etkiler azaltilmaya veya tamamen

onlenmeye ¢alisilmaktadir (Tiirk, 2013).

Jang ve arkadaslar tarafindan yayinlanan ilk makaleden sonra resveratrolun anti-
kanser potansiyeli kanser arastirmacilari tarafindan biiyiik ilgi gormiistiir (Jang ve Pezzuto,
1997).

Tiimor hiicrelerinin hiicre dongiisii siireci, proliferasyonu, apoptozu, metastazi,
anjiyogenezi ve invazyonunu diizenleyen ¢esitli hiicre sinyal molekiillerinin modiilasyonu
araciligi ile resveratroliin anti-kanser etkisi goriilmektedir. Resveratroliin kemoterapiye direng
mekanizmalarinin iistesinden gelerek kemoterapotik ajanlara karsi direngli hiicreleri duyarh

hale getirdigi gosterilmistir (Gupta ve ark.,2011).

Calismamizda, yan etkisi olmayan, ilag direnci gelistirmeyen, antioksidan ve anti-
kanserojenik etkileri bilinen resveratrolun MCF-7 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki

sitotoksik etkisinin in-vitro ortamda gosterilmesi amaglandi.

APC ile isaretli Annexin-V antikorunun apoptoz siirecinde hiicre yiizeyine ¢ikan
fosfatidilserine baglanabilme &zelliginden yola cikilarak, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
farkli dozlarda resveratrol verilerek, resveratroliin apoptoz iizerine etkilerinin zamana bagl

olarak olusturdugu degisiklikler ve dozlar arasindaki farkliliklar arastirildi.

Hiicrelere verilecek resveratrol dozlar1 MTT analizi ile belirlendi. 3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) y6ntemi, ilk olarak Mosmann
tarafindan uygulanmistir (Mosman, 1983; Alley ve ark., 1988). Daha sonra Alley ve ark.
tarafindan gelistirilen bu yontem, hiicre canliliginin belirlenmesi icin sik¢a kullanilan pratik
bir yontemdir (Mosman, 1983; Alley ve ark., 1988). Hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve
mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenen bir
madde olan MTT, ( Alley ve ark., 1988; Carmichael ve ark., 1987) hiicre canliliginin 6l¢iitii
olarak alindi. MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile
korelasyon gostermektedir (Abe ve Matsuki, 2004). MTT analizlerinde sitotoksik doz, kontrol
grubuna gore % 50 absorbans azalmasina yol acan resveratrol dozu olarak tespit edildi. 12.
saatte Olgiilen analizlerde sitotoksik doz 250-500 uM arasinda, 24. saatteki ol¢timlerde 100-
250 uM arasinda, 48. Saatteki olgiimlerde ise 100 uM olarak belirlendi. Bu sayede MTT

analizi ile hiicre sayis1 da degerlendirildi. Calismada, hiicre yogunlugunun kontrol grubuna
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gore azaldigi, 12, 24 ve 48 saat siireyle resveratrol ile inkiibe ettigimiz MCF-7 hiicrelerine

uyguladigimiz MTT analizi sonuglarindan tespit edildi.

MTT sonuglarina gore MCF-7 meme kanseri hiicrelerini hem 100, hem de 250 uM
resveratrol ile 12, 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edildi. Sonuglar1 kontrol grubuna gore

karsilastirildi.

Calismada elde edilen Anneksin V  Flow-Sitometri  6lciim  sonuglari
degerlendirildiginde; MCF-7 hiicrelerine verilen 100 ve 250 uM resveratroliin kontrol
grubuna goére erken apoptozu arttirdig1 gozlemlendi. Ozellikle 48 saat sonunda erken apoptoz

goriilen hiicrelerin yiizde oraninin kontrol grubuna kiyasla fazla oranda arttig1 goriildii.

Canl1 hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; MCF-7 hiicrelerine verilen 100 ve 250 uM
resveratroliin kontrol grubuna gore 12. ve 24. saatlerdeki canli hiicre sayisi ile 48. Saatteki

canli hiicre sayis1 arasinda oldukca fazla fark oldugu saptandi.

Geg apoptotik hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; 12, 24 ve 48. saatler sonunda hem
kontrol grubunda hem de 100 ve 250 uM resveratrol verilen hiicre gruplarinda zamana bagl

olarak gec apoptozun arttig1 gézlemlendi.

Nekrotik hiicre gruplarinda ise, 100 uM resveratrol verilen MCF-7 hiicrelerinde
zamana bagli olarak bir yilizde artis1 gozlemlenirken, kontrol ve 250 uM resveratrol verilen

MCF-7 hiicrelerinde ise zamana bagli olarak diizenli bir yiizde artis1 gdézlemlenmemistir.

Ozellikle hem 100 hem de 250 uM resveratrol verilen MCF-7 hiicrelerinde erken ve
ge¢ apoptozun zamana bagli olarak artmasi, resveratroliin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu
tetikledigini agiklayabilir. Yine resveratrol apoptozu 48. saatin sonunda, 12 ve 24. saatlere
gore daha cok tetikledigi goriildii. Bu da zaman iginde resveratrolun MCF-7 hiicrelerinde

apoptozu daha da hizlandirdigini gosterdi.

Kontrol grubu, 100 ve 250 uM resveratrol uygulanan gruplar kendi iginde
karsilagtirildiginda 100 ve 250 uM resveratrol uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
apoptozun daha da tetiklendigi, ayrica 250 uM resveratrol uygulanan hiicrelerde 100 uM
resveratrol uygulan hiicrelere gore apoptozun daha da arttig1 goriildii. Resveratroliin hiicrelere

verilen doz miktar1 arttikca MCF-7 hiicrelerinde erken apoptoz daha da tetiklenmekteydi.

Resveratrolun kanser kemopreventif aktivitesiyle bilinen bir dogal polifenolik bilesik

oldugunu belirterek meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi Shi ve arkadaslar
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tarafindan yapilan c¢alismada belirtilmistir. Ayn1 calismada Yujie, Shi ve arkadaslar
resveratroliin baska bir apoptoz diizenleyici protein olan p53’iin, apoptozi uyarict protein
ailesinden (ASPP) olan ASPP1’in ekspresyonunu indiikledigini bildirmislerdir (Yujie ve ark.,
2011).

Venkadatri ve ark.,nem MCF-7 hem de baska bir meme kanseri tiirii olan MDA-MB-
213 hicreleri ile yaptiklar1 ¢alismalarda resveratrolin hem kaspaz-8 hem de kaspaz-9
aktivasyonunu indiikledigini dogrulamislardir. Her iki meme kanseri hiicresinde de
mitokondrial kaspaz-9 yolu temel apoptotik yololarak belirtilmistir (Venkatadri ve ark.,
2016).

Yukaridaki gibi bir¢ok c¢aligma resveratroliin normal insan fizyolojisine uygun cesitli
hedef molekiillere ve hiicresel sinyal yollarma tutundugunu ve direkt olarak patolojik
hastaliklarda kullanilabilecegini meydana ¢ikarmistir. Resveratrol giiclii kemopreventif ve
antitimor etkileri ile son yillarda olduk¢a dikkati c¢ekmistir. Sadece meme  Kkanseri
hiicrelerinde degil K-562 16semi hiicre soyunda da mitokondri yolagi aracilig1 ile apoptozu
indiiklemistir (Binghua ve ark., 2003).

Resveratrol antikanser  Ozelliklerini, kemoprevensiyon, hiicre ¢ogalmasinin
inhibisyonu, apoptoz, terapotik etkiler ve duyarlilastirma etkileri ile gergeklestirmektedir (Cal
ve ark., 2003). Calismamizda resveratroliin tiim bu antikanser etkilerinden apoptotik etkisi
tizerinde durulmus olup, hem doz hem de zamana bagli olarak MCF-7 hiicre soyunda 6zellikle

erken apoptozu indiikledigi gézlemlenmistir.

Diinyada pek c¢ok laboratuarda kanser hastaliginin tedavisi i¢in hastanede arastirmalar
yapilmakta, alternatif tedavi yollan {iretilmeye ve ilaglar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.
Gosterilen gabalarin ne kadar yerinde oldugu su an tedavide kullanilan kemoterapétiklerin
hedef organ ve doku disinda hayati pek ¢ok organi kotii yonde etkiledigi de diisiiniiliince
anlasilmaktadir. Hiicrede serbest radikallerin artmasina kanser tedavisinde kullanilan ilaglar
neden olmaktadir. Dolayisiyla hiicre 6liimiinii tetiklemekte ve sonugta hedef hiicrelerde daha
fazla DNA hasarinin ve mutasyonun olusmasina neden olmaktadir. Biitiin bu etkiler dikkate
alindiginda, antikanserojen o6zellik tasiyan bitkisel polifenolik resveratrol gibi farmakolojik

ajanlar ile kombine kullaniminin 6énemi ortaya ¢ikmaktadir.
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8. SONUC

Bu calisgmada MCF-7 gogiis kanseri hiicre soyuna 12, 24 ve 48 saat siire ile 100 ve 250
uM dozlarinda resveratrol verilmistir. Resveratroliin hiicreler tizerindeki apoptotik etkisi

Anneksin V antikoru kullanarak Flow-Sitometrik olarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak resveratroliin hem 100 hem de 250 uM’lik dozlarinin hem doz artimiyla

hem de zamana bagli olarak da apoptozisi indiikledigi goriilmektedir.

Son yillarda yapilmis in vitro galismalara benzer sonuglar aldigimiz bu ¢alismamiz,
resveratroliin hem zaman, hem de doz artimiyla apoptotik etkilerinin ortaya konulmasinda
literatiire destek saglamaktadir. Belirlenen bu 6zellikleriyle meme kanseri hastalarinda diger

tedavilere ek olarak destek tedavi niteliginde kullanilabilecegi goriisiinii desteklenmektedir.

Ancak yapilmig ¢alismalarda apoptozunkaspaz aktivasyonundan ziyade artmig reaktif
oksijen tiirleri ve nitrik oksit tiretimiyle de indiiklendigi belirtilmistir. Resveratroliin MCF-7
hiicrelerindeki apoptotik etkisinin apoptozisi indiikleyen baska mekanizmalar ile agiklanarak

desteklenmesine ihtiyag vardir.
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