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Onsoz

Biyoloji ve genel olarak bilime merakim sonucunda kendi istegimle bu boliime
basvurdum. Evrende canli olarak nitelendirilen her seyin arastirilmast ve
aydinlatilmas1 gerektigine inancim beni siirekli aragtirmaya ve okumaya yonlendirdi.
Mugla Sitki Kogman Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii ile
baslayan biyoloji seriivenim Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiksek lisans egitimim ile devam etti. Bu siiregte pek ¢ok konuda danigmanim,

bolim hocalarim ve arkadaslarim bana destek oldular.

Bu tez kapsaminda dogal bir bilesik olan Resveratrol’iin, NF-kB sinyal yolunun
inhibisyonu ve hiicre dongiilerinde meydana gelebilecek degisikliklere bagli olarak
Cisplatin direngli A2780 hiicre hattindaki hiicrelerin Cisplatine duyarli hale
gelmesindeki rolii normal hiicre serisi ile karsilagtirilarak  incelenmistir.

Calismamizin sonraki calismalara referans olmas1 umulmaktadir.

Bu tez ¢alismas1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan desteklenmistir. BAP birimine tiim desteklerinden dolay1 tesekkiirlerimi

sunarim.

[zmir, 12.09.2022 Buse FINDIKLI

II



Ozet

Cisplatin Direncli ve Normal A2780 Hiicre Serisinde Resveratrol’iin Hiicre

Dongiilerine ve NF-kB Aktivasyonuna Etkileri

Yumurtalik kanseri Oldiiriicii bir jinekolojik kanserdir ve genellikle ilerlemis
evrelerde ortaya c¢iktigindan kadinlar arasinda en yaygin kanser Oliim nedenidir.
Hastaligin derecesine ve ilerleyisine bagli olarak cerrahi tedavi, radyoterapi veya
kemoterapi tedavileri uygulanmaktadir. Cisplatin, kemoterapi tedavisinde yaygin
olarak kullanilan kemoterapdtik ajanlardan biridir ancak uzun Cisplatin tedavi

sonrasinda kemoterapi direnci gelisebilmektedir.

NF-«B, hiicrede pek ¢ok siireci yoneten 6nemli transkripsiyon faktorlerinden biridir.
Biiyiik bir hiicre sagkalim sinyali olarak, NF-xB kanser hiicresinin kemoterapi ve
radyoterapiye karsi direncinde birden fazla adimda rol oynamaktadir. Kanser
hiicrelerinde NF-xB aktivasyonunun ¢esitli antikanser ajanlar ile inhibe edilmesiyle

gelismis ilac direncinin tersine ¢evirebildigi varsayilmaktadir.

Dogal bir polifenol bilesigi olan Resveratrol’iin, cesitli kanser hiicrelerinde
antikanser aktivite gosterdigi bildirilmektedir. Uziim, cilek ve yer fistig1 dahil olmak
lizere cesitli gidalarda bol miktarda bulunmaktadir. Resveratrol’iin hiicrede ¢esitli
yolaklar araciligi ile anti-tiimor, anti-inflamatuar ve anti-aterosklerotik etkiler
gosterdigi pek ¢ok calismada gosterilmistir. Ek olarak hiicre dongiisiinii durdurdugu,
apoptozu ve otofajiyi indiikledigi, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
Ayrica Ozellikle hiicrede bircok genin ekspresyonundan sorumlu NF-xB sinyal
yolagini inhibe ederek ilaca direngli kanser hiicrelerinin ilaca duyarliligini artirdigini
gosteren calismalar mevcuttur. Ancak Cisplatin direnci gelismis A2780 hiicre
hattinda Resveratrol’lin hiicre dongiileri ve NF-kB aktivitesini inhibe ederek
hiicreleri Cisplatine duyarli hale getirip getirmedigini belirten bir literatiire

rastlanmadi@indan arastirmamizin 6zgiin bir degere sahip olacagini diisiinmekteyiz.

Bu aragtirmada Cisplatin direnci olan ve olmayan yumurtalik kanseri hiicre hatti
A2780 kullanilarak Resveratrol’iin NF-«B sinyal yolagi iizerindeki aktivasyon
degisimlerine bagl olarak hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi hiicre
ici molekiiler mekanizmalara etkisini karsilastirmali olarak inceledik. Elde ettigimiz

bulgulara gore Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda proliferasyonu

I



inhibe  ettigi ve sitotoksik etki  gosterdigi  bulunmustur.  Sonrasinda
gerceklestirdigimiz hiicre dongiisii analizi, apoptoz analizi ve RT-PCR analizine gore
Resveratrol’iin literatiirle uyumlu sekilde bir etkisinin olmadigini gordiik. Elde
ettigimiz bulgular anlamli bir sonu¢ ifade etmedigi icin sonraki calismalarimizda
Resveratrol’lin Cisplatin ile kombine dozlarda hiicrelere uygulanmasinin ve NF-«kB
ekspresyonu tizerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in protein miktar tayinlerinin ve

fosforilasyon seviyelerinin dl¢iilmesinin yararli olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler; Resveratrol, cisplatin, Niiklear faktor- kB(NF-xB),
yumurtahk kanseri, A2780
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Abstract

Effects of Resveratrol on Cell Cycles and NF-kB Activation in Cisplatin-
Resistant and Normal A2780 Cell Lines

Ovarian cancer is a lethal gynecological cancer and is the most common cause of
cancer death among women, as it usually occurs in advanced stages. Depending on
the degree and progression of the disease, surgical treatment, radiotherapy, or
chemotherapy treatments are applied. Cisplatin is one of the chemotherapeutic agents
commonly used in chemotherapy treatment, but chemotherapy resistance may

develop after long Cisplatin treatment.

NF-«B is one of the important transcription factors that govern many processes in the
cell. As a major cell survival signal, NF-kB plays a role in multiple steps in cancer
cell resistance to chemotherapy and radiotherapy. It is hypothesized that enhanced
drug resistance can be reversed by inhibiting NF-kB activation in cancer cells with

various anticancer agents.

Resveratrol, a natural polyphenol compound, is reported to have anticancer activity
in various cancer cells. It is abundant in a variety of foods, including grapes,
strawberries, and peanuts. Many studies have shown that resveratrol has anti-tumor,
anti-inflammatory, and anti-atherosclerotic effects through various pathways in the
cell. In addition, it has been reported to stop the cell cycle, induce apoptosis and
autophagy, and inhibit cell proliferation. In addition, studies are showing that it
increases the sensitivity of drug-resistant cancer cells to drugs by inhibiting the NF-
kB signaling pathway responsible for the expression of many genes in the cell.
However, since there is no literature indicating whether Resveratrol sensitizes cells
to Cisplatin by inhibiting cell cycles and NF-kB activity in the A2780 cell line with

cisplatin resistance, we think that our research will have a unique value.

In this study, we comparatively examined the effects of Resveratrol on intracellular
molecular mechanisms such as cell cycle, cell proliferation, and apoptosis, depending
on the activation changes on the NF-kB signaling pathway, using the ovarian cancer
cell line A2780 with and without Cisplatin resistance. According to our findings, it
was found that Resveratrol inhibited proliferation and showed a cytotoxic effect in

A2780 and A2780cis cell lines. According to the cell cycle analysis, apoptosis
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analysis, and RT-PCR analysis we performed afterward, we found that Resveratrol
had no effect in line with the literature. Since the findings we obtained did not reveal
a significant result, we think that in our future studies, it may be useful to apply
Resveratrol to cells in combined doses with Cisplatin and to measure protein assays

and phosphorylation levels to determine its effect on NF-kB expression.

Keywords; Resveratrol, cisplatin, Nuclear factor- kB(NF-kB), ovarian cancer,

A2780
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1. Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Diinya ¢apinda her yi1l milyonlarca insana kanser teshisi konmaktadir. Bu kanserler
icinden yumurtalik kanseri, gelismis tilkelerdeki kadinlarda kansere bagli 6liimlerin
en yaygin nedenlerinden biridir. Ayni zamanda genel olarak kadinlarda en sik
goriilen yedinci Olim nedenidir ve kadmnlarla iliskili tiim kanserlerin
yaklasik %4’tint olusturur (Khazaei vd., 2021) . Global Saghik Veri Degisimi
(GHDx) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) havuzlarindan elde edilen diinya ¢apindaki
yumurtalik malignitelerine goére, 2020 yilinda 313 959 yeni yumurtalik kanseri
vakas1 ve 207 252 6liim kaydedilmistir (Sung vd., 2021).

Yumurtalik kanseri, ser6z, endometrioid, berrak hiicreli ve miisin6z olmak {izere dort
farkl1 epitelyal tiimorden olusan heterojen bir neoplazmadir (McCluggage, 2011). En
yaygin tip olan epitelyal tiimorler i¢in tan1 anindaki evre epitel alt tiiriine gore biiyiik
Olciide degismektedir. Cisplatin, yumurtalik kanseri dahil pek ¢ok kat1 tiimore karsi
klinik aktivite sergileyen, bilinen en giiglii platin bazli antitimdr ajanlardan biridir
(Siddik, 2003). Cisplatin, DNA {izerindeki piirin bazlariyla etkilesime girerek DNA
hasarina ve sonrasinda bazi sinyal yolaklarimin aktivasyonuyla apoptozun
indiiklenmesine yol a¢maktadir. Bununla birlikte, DNA hasarinin aracilik ettigi
apoptotik sinyaller zayiflatilabilir ve bu yolla ortaya ¢ikan direng yumurtalik
kanserinde Cisplatin bazli kemoterapinin énemli bir sinirlamasi haline gelir (Tapia
& Diaz-Padilla, 2013).

1.2.Arastirmanin Sorusu

Yumurtalik kanseri, en yiliksek Oliim oranina sahip en yaygin jinekolojik
kanserlerden biridir. Yumurtalik kanserinde hastaligin seyrine gore cerrahi tedavi,
radyoterapi veya kemoterapi tedavileri uygulanir. Mevcut tedavi seceneklerinde
genelde platin/taksan bazli kemoterapotik ajanlar kullanilmaktadir. Yumurtalik
kanserinin tedavi edilmesinde en Onemli engellerden biri kemoterapi direncinin
gelismesidir (Luvero, Milani, & Ledermann, 2014). Kemoterapdtik ajanlarin ¢cogu
kanser hiicrelerinde NF-kxB ve NF-«kB tarafindan diizenlenen gen {iriinlerini aktive
eder ve ilag direncini indiikler. Ozellikle, kurkumin, tokotrienol, resveratrol, garcinol
gibi dogal bilesiklerden elde edilen inhibitorlerin NF-kB aktivasyonunu ilag direncini
yenebilmek icin bloke edebildigi ve hiicreleri kemoterapotik ajanlara duyarli hale

getirebildigi pek ¢ok calismada ortaya konmustur (Monisha vd., 2016). Dogal bir
1



bilesik olan Resveratrol, anti-inflamatuar, anti-viral ve anti-timor aktiviteler dahil
olmak {iizere bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir (Hu vd., 2016). Resveratrol, saglikli
hiicreleri etkilemeden Akt, MAPK, Wnt ve NF-kB dahil olmak {izere cesitli sinyal
yollarin1 kontrol ederek kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemekte ve hiicre
dongiisiiniin durmasini desteklemektedir (Hazafa vd., 2022).

Calismamizin konusu, yumurtalik kanserinde Resveratrol’iin, Cisplatin direngli
A2780 hiicre hattinda NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ve hiicre dongitilerinin
degisimi ve hiicrelerin Cisplatin’e duyarli hale getirilmesinde etkili olup olamayacag1

normal A2780 hiicre serisi ile karsilastirilarak incelenmesidir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Cisplatin; mesane, meme, servikal, bag-boyun skuamoéz karsinomu ve yumurtalik
dahil olmak iizere kat1 tiimorlerin tedavisinde kullanilan iyi bilinen bir antikanser
ilacidir (Loren vd., 2022). Cisplatin, kanser hiicresi tarafindan emildikten sonra
hiicresel makromolekiillerle etkilesime girmekte ve bir dizi biyokimyasal mekanizma
yoluyla DNA’ya baglanarak DNA sentezi ve hiicre biiylimesinin inhibisyonuna yol
acmaktadir. Cisplatin’in birincil molekiiler etki mekanizmasi; lipid peroksidasyonu
yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesinden kaynaklanan hiicre i¢i-dis1 apoptoz
yollarinin indiiklenmesi, ¢esitli sinyal yollarinin aktivasyonu, p53 sinyallemesinin
indiiklenmesi ve hiicre dongiisiiniin durmasi ile iliskilendirilmistir (Tchounwou vd.,
2021). Cisplatin direnci; gelismis ilag detoksifikasyonu, azalan ilag birikimi gibi ilag
tasinimindakini degisiklikleri, DNA tamiri ve DNA hasarinin baypas edilmesindeki
diizenlemeleri ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT)/niiklear faktor-
kB (NF-xB) gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki ve apoptotik hiicre 6liim yollarindaki
degisiklikleri i¢eren ¢ok faktorlii bir mekanizma olarak tanimlanmaktadir (Chen, Liu,
Yuan, & Qiao, 2018).

NF-kB, hiicrede 200'den fazla genin ifadesini indiikleyen; hiicrenin hayatta kalmasi,
hiicre adhezyonu, inflamasyon, farklilasma ve biiyiime gibi ¢esitli siirecleri yoneten
en Onemli transkripsiyon faktorlerinden biridir (Zinatizadeh vd., 2020). Pek ¢ok
calismada NF-kB'nin meme, servikal, prostat, pankreas ve akciger kanseri gibi
timorlerde aktive oldugu gosterilmistir (Shen & Tergaonkar, 2009). Son zamanlarda

yapilan ¢aligsmalarda, yumurtalik kanserinin yayilmasinda ve ilag direnci olusumunda



NF-kB sinyal yolunun asir1 aktive oldugu bulunmustur (White vd., 2011; Yang vd.,
2011).

Resveratrol (3,5,40-trihidroksistilben), tlziim, cilek, yer fistigi ve diger bitki
kaynaklarinda ve ayrica kirmizi sarapta bulunan bir polifenolik bilesiktir (Rauf vd.,
2018). Resveratrol’lin anti-kanser etkisi, artan reaktif oksijen tiirleri (ROS), apoptoz,
yumurtalik kanserine karsi savagabilen protein siklin D1'in agag: regiilasyonuna yol
acan mitokondriyal fonksiyonun hasari ile iliskilidir (Rezaei-Tazangi vd., 2021).
Ayrica Resveratrol’iin kanserli hiicre proliferasyonunu inhibe etmek i¢in NF-kB
aktivitesini inhibe ederek apoptozu indiikledigi ve ilaca direngli kanser hiicre
dizilerinin ilaca duyarliligini arttirdigi gosterilmistir. Resveratrol’iin  kanser
hiicrelerindeki etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar yumurtalik kanserinin tedavisi i¢in
umut verici bir terapdtik oldugunu dogrulamaktadir (Karthikeyan, Hoti, & Prasad,
2015). Yumurtalik kanserinin tedavisinde Resveratrol’lin tetikledigi mekanizmalar

Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Resveratrol ve yumurtalik kanseri tedavisinde etkili mekanizmalar (Rezaei-
Tazangi vd., 2021).



Tez kapsamindaki calismamizda; giliniimiizde pek c¢ok hastalikta etkinligi
aragtirtlmakta olan Resveratrol’iin normal ve Cisplatin’e direngli yumurtalik kanseri
hiicre hatt1 A2780 tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla; hiicre dongii degisimleri
ve NF-kB genlerinin ekspresyon diizey farkliliklarina bakilarak, Resveratrol’iin NF-

kB yolagi iizerinden ila¢ duyarliligini etkileyip etkilemeyecegi irdelenecektir.

HIPOTEZ 0: Resveratrol’iin normal ve Cisplatin’e direngli yumurtalik kanseri hiicre
hatt1 A2780 tizerinde etkileri bulunmamaktadir.

HIPOTEZ 1: Resveratrol yumurtalik kanseri hiicre hattt A2780’de hiicre dongiisii
degisimlerine neden olmaktadir ve hiicre dongiisiinii durdurmaktadir.

HIPOTEZ 2: Resveratrol NF-«xB sinyal yolagminin aktivasyonunu inhibe ederek

Cisplatin direngli hiicreleri Cisplatin’e duyarli hale getirmektedir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Yumurtalik kanseri jinekolojik maligniteler arasinda 6liim orani oldukga yiiksek olan
kanser ¢esididir. Caligmamizda; Resveratrol’iin yumurtalik kanseri hiicre hatt1 ve
cisplatine direngli hiicre hatti A2780 iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
sirastyla, sitotoksisite, hiicre dongii degisimlerinin analizi, apoptoz analizi ve NF-xB
genlerinin ekspresyon diizey farkliliklar1 RT-PCR yontemiyle karsilastirmali olarak

degerlendirilecektir.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklar
Proje biit¢esinin diisiik olmasi nedeniyle aragtirmanin in vitro hiicre kiiltiirlinde
yiriitiilmiis olmasi1 aragtirmamizi sinirlayan sebeplerdir. Yapilan deneyler 6n ¢alisma

olarak kabul edilip ilerleyen siireglerde in vivo deneylerle dogrulanmasi planlanabilir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tez kapsaminda Cisplatin direngli yumurtalik kanseri hiicre hatti A2780cis’de
dogal bir bilesik olan Resveratrol’iin, NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ve hiicre
dongiilerinde meydana gelebilecek degisikliklere bagli olarak Cisplatin direncli
hiicrelerin cisplatine duyarli hale gelmesindeki roliiniin normal A2780 hiicre serisi ile

karsilastirilarak incelenmesi amaglanmaistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Yumurtahgin Yapisi ve Fonksiyonlari

Genital organlar; gonadlar, lireme kanallar1 ve dig genital organlardan meydana
gelmektedir. Genital organlarda cinsiyetin ortaya c¢ikmasi transkripsiyonel
diizenleyiciler, salgilanan hormonlar ve reseptorleri araciligiyla gergeklesmektedir
(Biason-Lauber, 2010). Kadin iireme anatomisi hem dis hem de i¢c yapilar
icermektedir. I¢ genital organlar vajina, uterus, serviks, fallop tiipleri ve

yumurtaliklardan olusmaktadir (Graziottin & Gambini, 2015). (Sekil 3)
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Sekil 2. Kadin lireme sistemi (Sargis, 2015)

Yumurtaliklar, her biri 2,5 ile 5 cm uzunlugunda, 1,5 ile 3 cm genisliginde ve 0,6 ile
1,5 cm kalinhiginda olan oval sekilli yapilardir (Erickson & Chang, 2007). Insanlarda
yumurtaliklar rahmin iki tarafinda pelvis duvarina karsi uzanan yumurtalik fossa adi
verilen bir bdlgede bulunmaktadir. Yumurtaliklar pelvik duvara infundibulopelvik
bag ve uterusa utero-ovaryan bag ile baglidir. Bu baglar sayesinde yumurtaliklar
fallop tiiplerine yakin hale gelmektedir (Hobeika, Armouti, Kala, & Stocco, 2019).
Insan yumurtaligi, oositlerin (yumurtalarin) olgunlasmasi ve depolanmasi gorevini
iistlenirken ayni zamanda tireme hormonlarinin (8strojen ve progesteron) iiretimini
saglayarak endokrin bir bez olarak ¢aligmaktadir. Yumurtalik fonksiyonu
hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon tarafindan kontrol
edilmekte ve bu hormon, her ikisi de bu diizenlemede gerekli olan lutenize edici
hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon (FSH) iiretmek icin hipofiz bezini harekete

gecirmektedir (Altchek, Deligdisch, & Kase, 2003).



2.2. Yumurtahk Kanseri

Diinya capinda, kadinlarda en sik goriilen yedinci kanser tipi ve kansere bagh
Olimlerin sekizinci en yaygin nedeni yumurtalik kanseridir. Bes yillik sag kalim
orant %45’in altindadir (Webb, Leader, Cancers Group, & Jordan, 2017). 2021
yilinda yaklasik 21 410 kadina yumurtalik kanseri teshisi konulmus ve bu vakalarla
iligkili tahmini 6liim sayisinin 13 770 oldugu belirtilmistir (Siegel, Miller, Fuchs, &
Jemal, 2021).

2.2.1. Yumurtalk Kanserinin Siiflandirilmasi

Yumurtalik; epitel, stromal ve germinal hiicreler olmak {izere ii¢ ana bilesenden
koken almaktadir. Buna bagli olarak yumurtaliktan kaynaklanan baslica kotii huylu
tiimorler epitelyal karsinom, germ hiicreli tiimor, seks kord-stromal tiimorler ve
Krukenberg tiimorleri seklinde adlandirilmaktadir. En yaygin olan yumurtalik
kanseri tipi epitelyal karsinomlardir (Gaona-Luviano, Adriana, Medina-Gaona, &
Magafia-Pérez, 2020). Epitelyal yumurtalik kanserinin molekiiler genetik
calismalarina ve histopatolojik siiflandirilmalarina dayanan ve bu tiimérleri tip I ve
tip II seklinde gruplandiran dualistik bir model 6nerilmistir. Tip I karsinomlar diisiik
dereceli serdz, diisik dereceli endometrioid, berrak hiicreli ve miisindz
karsinomlardan ve nadir de olsa malign Brenner tiimorlerinden olusurlar. Tip II
tlimorler biiyiik dlgtide ileri dereceli ser6z karsinomlardan, karsinosarkomlardan ve

farklilagsmamis karsinomlardan olusmaktadir (Kurman & Shih, 2016).

Epitelyal yumurtalik kanserinin histolojik alt siniflar1 olan tip I ve tip II karsinomlar
farkli patogenezleri, davranislari, molekiiler belirtecleri ve tedaviye yanit sekilleri ile
belirgin sekilde birbirlerinden ayrilmaktadirlar (Vang, Shih, & Kurman, 2009).
Genetik olarak kararli, ilerlemeleri yavas ve adim adim olan diisiik dereceli tip I
timorler BRAF,KRAS,PTEN,CTNNB1 ve ERBB2 ve nadiren p53 gibi spesifik
genlerdeki mutasyonlarla karakterize edilirler. Buna karsilik hizla biiyiiyen, agresif
klinik ozellikler gosteren ve genetik olarak kararsiz yapida olan tip II tiimorler
siklikla p53, BRCA1 ve BRCA2’de genlerindeki mutasyonlar1 igeren yiiksek
dereceli serdz karsinomlardir (Shih & Kurman, 2004; Vang vd., 2009).



2.2.2. Yumurtahk Kanseri Evreleme, Tam ve Tedavi Yontemleri

Yumurtalik kanserinin patolojik degerlendirmesinde kabul edilen evreleme sistemi,
2014 yilinda Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Fedarasyonu (FIGO) tarafindan
revize edilerek olusturulmustur (Prat, 2014). En iyi sag kalim orani ile iligkili evre I
yumurtalik kanseri hastalarda en nadir goriilen evredir. Hastalara genellikle ileri
evrelerde (evre III ve IV) teshis konmaktadir (Javadi, Ganeshan, Qayyum, Iyer, &
Bhosale, 2016).

Yumurtalik kanserine bagli lezyonlarin tespiti, teshisi, yoOnetimi ve tedavi
seceneklerinin  belirlenebilmesi  i¢in  birtakim  goriintiileme  yontemleri
kullanilmaktadir. Bunlar; transvajinal ultrason (ABD), bilgisayarli tomogrofi (BT),
manyetik rezonans goriintilleme (MRI) ve pozitron emisyon tomogrofisi (PET) dir

(Bristow & Armstrong, 2010).

2.3. Cisplatin Tedavisi ve Diren¢ Mekanizmasi

Cisplatin (cis-diammi-neplatinum-dikloriir), kanser tedavisinde uygulanan platin
bazli kemoterapi ajanlarindan biridir ve yumurtalik, bas-boyun, kolorektal, mesane
ve akciger kanseri dahil olmak iizere pek c¢ok kati malignitenin tedavisinde
kullanilmaktadir (Galluzzi vd., 2011). Cisplatin hiicreye girdiginde sitoplazmada
bulunan su molekiilleri ile Cisplatin tizerinde bulunan klor atomlar1 yer
degistirmektedir. Bu hidrolize {iriin, proteinler iizerindeki siilthidril gruplar1 ve
niikleik asitler lizerindeki herhangi bir niikleofil ile reaksiyona girebilen giiglii bir
elektrofildir. Cisplatin, piirin kalintilar1 iizerindeki N7 reaktif merkezine baglanarak
kanser hiicrelerinde DNA hasarina yol agmakta, hiicre boliinmesini bloke etmekte ve
programlanmis hiicre 6liimiinii indiiklemektedir.

Malign hastaliklarin klinik yonetiminde karsilasilan en dnemli engellerden bir tanesi
kemoterapi direncidir. Cisplatin de dahil olmak {iizere platin antikanser ajanlari,
toksisitelerine ve direng baslangici nedeniyle siklikla tedavi basarisizliklarina ragmen
yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik ilaglar arasinda yer almaktadirlar (Cocetta,
Ragazzi, & Montopoli, 2020). Bu ilaglarin kemoterapide kullanimi, hiicrelerin igsel
ve digsal direncgleri nedeniyle kisitlanmaktadir. Bir¢cok kanser hiicresi baslangicta
platin ilaglarla kemotrerapiye duyarli olsa da zamanla DNA hasar onarimi, glutatyon
ve metalotiyoninler ile ila¢ inaktivasyonu ve hiicre zarinda bulunan ¢esitli tasima

sistemleri ile ila¢ akisi yoluyla diren¢ gelistirebilmektedirler (Makovec., 2019).



Direng, bir direng faktoriiniin fazlaligina, tiimor hiicresinin oldiiriilmesi igin gerekli
faktorlerin doygunluguna veya bu faktorlerin mutasyona ugramasina bagh
olabilmektedir (Stewart, 2007). Yumurtalik kanseri hiicrelerinin kemoterapdtik
mekanizmalara direnci olduk¢a karmasiktir ve ¢oklu ilag direnci, DNA hasar onarimi,
hiicre metabolizmasi, oksidatif stres, hiicre donglisliniin diizenlenmesi, kanser kok
hiicreleri, bagisiklik sistemi, apoptotik yollar, otofaji ve anormal sinyal yolaklar1 bu

direncin gelisiminde rol oynamaktadir (Mai vd., 2022).

2.3.1. Hiicre Dongiisiiniin Cisplatin Tedavisi ile Diizenlenmesi

Yumurtalik kanserinde platin tedavisi ile hiicre dongiisii diizenlenebilmektedir.
Sikline bagimli kinaz (CDK’ler), hiicre dongiisiiniin uygun ilerlemesi icin gerekli
proteinlerdir ve ayrica DNA hasar onariminin diizenlenmesinde de Onemlidirler
(Campbell, Hands, & Pette, 2020). Siklin bagimli kinaz E1 kodlayan kinaz (CCNEI)
ve timor baskilayici proteinlerden retinoblastoma protein 1 (RB1), G1-S fazindaki
hiicre donglisii gecisiyle iliskili proteinlerdir. CCNE1, CDK2 aktivasyonu ig¢in
gereklidir ve asir1 ekspresyonu, S fazina erken girise, G1 faz1 sirasinda DNA
onariminin ortadan kaldirilmasina ve artan replikasyon stresine yol agmaktadir.
CCNEI1 kopya sayist artmig tiimdrler platin tedavisine daha direngliyken, RB1 kayb1
platin tedavisine duyarlilikla iligkilidir (Da Costa vd., 2019; Kim vd., 2020). Ayrica
hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinlerden CDK6’nin inhibisyonu, apoptozu
arttirarak epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinin platine duyarliligini arttirmaktadir

(Dall’acqua vd., 2017) .

2.4. NF-kB (Niikleer Faktor Kabba B)

Niikleer faktor kabba B (NF-xB), immiin ve inflamatuar yanitin diizenlenmesinde yer
alan dimerik trankripsiyon faktorii ailesidir. NF-kB, DNA hasarina veya sitokin
tedavisine yanit olarak hiicrelerin apoptoza ugramasini énlemede rol oynamaktadir
(Yamamoto Y. & Gaynor R., 2001). NF-kB proteinleri, proteinin N terminaline
dogru yer alan ve dimerizasyondan, inhibitor kabba B (IxB)’lerle etkilesimlerden ve
DNA’ya baglanmadan sorumlu olan korunmus 300 aminoasitlik Rel homoloji
alanimin (RHD) varlig ile karakterize edilmektedirler. Memelilerde homodimer veya
heterodimer olusturabilen bes NF-kB iiyesi, p65(RelA), RelB, c-Rel, p50 ve p52

monomerleri tanimlanmistir (Hayden & Ghosh, 2004). Stres sinyallerini entegre eden



ve bagisiklik tepkilerini diizenleyerek inflamasyonun sekillenmesine aracilik eden
NF-kB proteinleri son yillarda onkogenez ile iliskilendirilmistir. NF-xB sinyali,
kanser gelisiminin ayirt edici 6zellikleri arasinda olan biiyiime sinyallerinde kendi
kendine yeterlilik, biliylime inhibitorlerine karsi duyarsizlik, apoptozdan kaginma,
siirsiz replikasyon potansiyeli, doku istilas1 ve metastaz, anjiyogenez tepkilerinin

hepsinde yer almaktadir (Naugler & Karin, 2008).

2.4.1. Yumurtalk Kanserinde NF-kB’nin Rolii

NF-«kB hedef genleri, tiimor hiicresi ¢ogalmasini, hayatta kalmasini, gogiini,
iltihaplanmasini ve anjiyogenezini tesvik etmektedir (Van Waes, 2007). NF-kB’nin
aktivasyonu iki ana yola ayrilmaktadir; kanonik veya klasik yol, katalitik IKKa,
IKKp ve IKKYy diizenleyici alt birimleri tarafindan olusturulan IkB kinaz kompleksini
olusturmaktadir. Bu kompleks, p50/RelA dimerinin translokasyonuna ve niikleer
aktivasyonuna izin veren 32/36 serin rezidiilerindeki IxBa inhibitoriinii fosforile
etmektedir. Kanonik olmayan yol, NF-kB indiikleyici kinaz stabil hale geldiginde ve
IKKo homodimeri fosforile edildiginde baslatilmakta, bu da p52°’nin C-terminalinin
degradasyonunu indiiklemekte ve p52/RelB heterodimerini serbest birakmaktadir
(Gonzalez-Torres vd., 2017).

NF-«B sinyal yolu, yumurtalik kanserinde kemorezistans, kanser kok hiicre yonetimi,
metastaz ve bagisiklikla ilgili faktorlerin diizenlenmesinde Oncii bir yolaktir.
Yumurtalik kanserinde bir¢ok sinyal yolagi diizensizdir ve tiimor ilerlemesinde
kanonik ve kanonik olmayan yollar araciligi ile NF-xB sinyali aktive
edilebilmektedir. Kanonik NF-kB sinyalinin aktivasyonu, yanit olarak anti-apoptotik
genler ve immiinomodiilatér fonksiyonlar ile iliskiliyken kanonik olmayan sinyal
aktivasyonu tiimor mikrogevresi, kanser kok hiicre ilerlemesi ve yeniden timor
olusumu ile iligkilendirilmistir (Harrington & Annunziata, 2019). NF-xB ailesi
proteinlerinin agresif yumurtalik kanseri timdrlerinde asir1 eksprese edildigi ve NF-
kB alt birimi p50’nin asir1 ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Annunziata vd., 2010).



2.4.2. NF-kB inhibisyonu ve Kemoterapotik Ila¢ Direnci

Yumurtalik kanseri olan hastalar, Cisplatin gibi ilk platin bazli kemoterapiye yanit
verir. Bununla birlikte, bu ajanlarin, NF-kB aktivitesini indiikleyerek tiimor
hiicresinin hayatta kalmasina aracilik ettigi bilinmektedir. Cisplatin, IxB kinaz (IKK)
aktivitesinde bir artis yoluyla NF-kB aktivasyonunu tesvik ediyor gibi
goziikmektedir ve bu da IkB’nin fosforilasyonuna yol agarak proteozom aracili
bozunma i¢in hedef haline gelmesine ve NF-kB’den ayrilmasina neden olmaktadir
(Aghajanian, 2004). Yumurtalik dokusunda NF-kB sinyalinin aktivasyonu, timor
¢ogalma hizinin artmasi ve yumurtalik tlimoérlerinin gelisimi ile sonu¢lanmaktadir (G.
H. Liu, Wang, Wang, & Kong, 2006). Baslangicta taksan bazli ilaglarin NF-kB
aktivasyonunu inhibe ettigi ve dolayisiyla metastaz olusumunu engelledigi
bildirilmistir (Ho, Dickson, & Barker, 2005). Cisplatine direncli hale gelmis epitelyal
yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda  NF-kB aktivasyonunun inhibisyonunun
hiicreleri Cisplatin duyarli hale getirdigi bulunmustur (Gaikwad, Thakur, Sakpal,
Singh, & Ray, 2015). NF-«kB, kemoterapi ve radyasyon tedavisinin etkisi altinda
DNA hasarma yanit olarak aktive olmaktadir bu yolla tedaviye direng gelisimi ve
hastalik prognozu i¢in umut verici bir belirtectir. NF-kB inhibisyonu, kemoterapdtik
ajanlara kars1 tiimor direncini Onler, bu nedenle NF-xB inhibitorlerinin gelistirilmesi

bir¢ok antikanser ajanin etkinligini arttirabilmektedir (Nakanishi & Toi, 2005).

2.5. Dogal Bilesiklerin Kemoterapétik ila¢ Direncliliginde Onemi

Son yillarda belirli sebze ve meyvelerin diizenli tiiketiminin kansere yakalanma
riskini azaltabilecegi ortaya konulmustur. Sarimsak, zencefil, soya, kurkumin, sogan,
patates, lizlim, ¢ilek ve yesil cay gibi dogal iirlinlerin kanserlerden korunmada rol
aldig1 diistintilmektedir. Bu tiir meyve ve sebzelerden iiretilen ve kimyasal onleyici
ajanlar olarak adlandirilan fitokimyasalardan genistein, ellagik asit, katekinler, 6-
gingerol, trsolik asit, krisin, silymarin, likopen, kapsaisin ve resveratrol
kemoterapoétiklerin toksik etkilerini azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in klinik
caligmalarda kullanilmaktadirlar (Dorai & Aggarwal, 2004).

Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksi-stilben), liziim, yer fistig1, ¢ilek gibi bitkilerin
yani sira kirmizi sarapta bulunan; anti-inflamatuar, anti-trombosit, antioksidan ve
anti-timor olmak tiizere cesitli farmakolojik etkileri olan dogal bir polifenolik

fitoaleksindir (Bhat, Ii, & Pezzuto, 2001).
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Polifenolik bilesiklerin ve Resveratrol’iin kanserdeki roliinii gosteren pek c¢ok
calisma vardir ve oOzellikle farkli kanser tiirleri iizerinde kemopreventif ve
kemoterapotik etkileri oldugu gosterilmistir (Mohan Shankar, Swetha, Keerthana,
Rayginia, & Anto, 2021). Resveratrol, kanserojen aktivasyonunu bloke edebilmekte
ve faz I inhibisyonu ve faz II enzimlerinin indiiksiyonu yoluyla detoksifikasyonu
artirabilmektedir. Hiicre dongiisiinii  modiile edebilmekte ve apoptozu
indiikleyebilmektedir. Resveratrol’iin bir diger 6nemli yoni, anti-anjiyogenik etkiler
sayesinde invazyon ve metastazi baskilayabilmesidir. Ote yandan, tiimor hiicrelerini

diger ajanlarla kemoterapi i¢in duyarli hale getirebilmektedir (Kundu & Surh, 2008).

2.5.1. Yumurtalk Kanserinde Resveratrol’iin Kemoterapotik Ozellikleri

Resveratrol, yumurtalik kanserinde heksozamin biyosentezini inhibe etmekte ve
glikojen sentaz kinaz-3f (GSK3p)’yi aktive ederek protein glikozilasyonunu
kesintiye ugratmaktadir ve bdylelikle endoplazmik retikulum stresi aracilt apoptozu
tetiklemektedir (Gwak, Kim, Dhanasekaran, & Song, 2016). Apoptozun
indiiklenmesine ek olarak Resveratrol, otofagozom zarimin uzamasi i¢in anahtar bir
molekiil olan Atg5’in ekspresyonunu arttirarak ve mikrotiibiil iliskili protein 1-hafif
zincir 3 (LC3-I)’den LC3-II’ye boliinmeyi tesvik ederek otofajiyi indiiklemektedir
(Lang vd., 2015). NF-kB 'nin anormal aktivasyonu, kanser hiicrelerini farmakolojik
ilagclarin neden oldugu apoptoza karsi koruyabilmekte ve ilag direncine katkida
bulunabilmektedir. Resveratrol, yumurtalik kanseri hiicrelerini NF-xB'yi asagi regiile
ederek platin ilaglar1 tarafindan indiiklenen apoptoza karst duyarli hale
getirebilmektedir. Ayrica Resveratrol’iin, epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR) dahil olmak
tizere molekiiler hedefleri modiile ederek yumurtalik kanseri hiicrelerinin cisplatine

direncini tersine ¢evirebildigi bildirilmistir (Yan, Tian, Zhang, & Xiang, 2020).
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1.Arastirma Evreni ve Orneklem

Jinekolojik maligniteler arasinda 6liim orani oldukg¢a yiiksek olan kanser gesididi
yumurtalik kanseridir. Kemoterapi, yamurtalik kanseri tedavisinde ilk tercihtir ancak
tiimor hiicreleri ilaca karsi1 direngsizdir. Ozellikle platin bazli ilaclara karsi gelisen
diren¢ yumurtalik kanserinin tedavisinde Onemli bir engel olusturur. Tez
kapsamindaki ¢aligmamizda; giiniimiizde pek ¢ok hastalikta etkinligi aragtirilmakta
olan Resveratrol’iin Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan elde edilen
yumurtalik kanseri hiicre hatt1 olan A2780 ve cisplatine direncli A2780 hiicre hatti
tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla, sitotoksisite, BD Cycletest™ Plus DNA
Kit ile hiicre dongii degisimleri, Annexin V yoOntemi ile apoptoz analizi ve
LightCycler 480 cihazi ile yapilan gergek zamanli PCR ile de NF-xB genlerinin
ekspresyon diizey farkliliklar1 degerlendirildi ve Resveratrol’iin NF-xB yolag

tizerinden hiicrelerin ila¢ duyarliligini etkileyip etkilemeyecegi arastirilda.
3.2.Arastirmanin Degiskenleri

Belirlenen dozlarda hiicrelere cisplatin uygulamasinin yapilmasi ve daha sonrasinda
2448 ve 72. saatlerde uygulanacak Resveratrol konsantrasyonlar1 g¢alismanin
bagimsiz degiskenlerini olusturmaktadir; Resveratrol’in normal ve cisplatin direncli
A2780 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi, hiicre dongiilerindeki degisimler ve NF-

kB ekspresyon degisimleri ise bagimli degiskenlerdir.
3.3.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmamiz Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali- Hiicre Kiiltiir

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

34. Veri Toplama

Araclar ve Uygulamasi

Calismada yumurtalik kanseri cisplatin direngli ve direngsiz A2780 hiicre serileri

kullanild1 ve etken madde olarak ¢esitli konsantrasyonlarda Resveratrol uygulandi.

In vitro ortamda cogaltilan bu hiicre hatlarinda ICsy dozunu belirlemek ve

Resveratrol’iin hiicreler iizerindeki etkinligini ortaya koymak adina sitotoksisite,
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hiicre dongiisii ve apoptoz deneyleri ile RT-PCR ile NF-kB mRNA ekspresyon

diizeyinin belirlenmesi deneyleri yapildi.

Hiicrelerde Resveratrol’iin belirlenmis olan ICso dozu wuygulamasi ardindan,
hiicrelerden “Total RNA Isolation Kit” kit manueline gore total RNA izole edildi ve

orneklerin konsantrasyonu ve safliklar1 Nanodrop cihazinda 6l¢iildii.

GENECOPOEIA QP057 SureScript™ First-Strand cDNA Synthesis Kit ile cDNA
olusturulup, Resveratrol uygulanmis hiicrelerde, NF-KB ‘nin mRNA ekspresyon
degisimlerinin incelenmesi (SYBR Green qPCR Kits) gRT-PCR ile Roche
LightCycler 480 cihazinda belirlendi.

3.5.Veri Analizi

Yumurtalik kanseri normal ve cisplatin direngli A2780 hiicreleri in vitro ortamda
cogaltildi, hiicrelerin canlilig1 tripan boyast ile belirlendi. Bunun i¢in hiicrelerden ve
boyadan 50 uL alinip, hemositometriye aktarildi ve pipetasyon islemi uygulanarak
hiicrelerin 151k mikroskobu altinda sayimi gergeklestirildi. Canli hiicreler membran
biitiinliiklerini koruduklar1 i¢in boyay1 almadi ve mikroskop altinda parlak renkte
goziiktii. Olii hiicreler ise membran yapilarmin bozulmasi nedeniyle boyay1 aldi ve
koyu renkte goriindii. Canli ve 6lii hiicre sayisindan yola ¢ikarak hiicrelerin canlilik
yiizdesi hesaplandi. Bu hesaplama; ‘(canli hiicre sayisi/total hiicre sayis1)*100° ile

saglandi.

Hiicreler in vitro ortamda yeterli ¢cogalma oranina eristikten sonra cisplatin direngli
ve direngsiz hiicrelerin ila¢ direncliligini belirlemek ve hiicrelere ila¢ uygulamasi
yapilmak iizere belirlenen farkli dozlarda hiicrelere cisplatin uyguland: ve sitotoksik
etkinin belirlenmesi i¢cin XTT kiti kullanildi. Doz araligi hiicrelerin canlilik ve

cogalma durumlarina gore belirlendi.

Ilag uygulamasi ve sitotoksisite deneyi sonrasinda hiicrelere Resveratrol farkli
dozlarda uygulandi ve XTT Kkiti ile sitotoksik analiz gergeklestirildi. 3’lii tekrarlar
seklinde hiicreler 96’lik well platlere yiiklendi ve etken maddenin eklenmesinin
ardindan 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra, 48. ve 72. saatlerde her kuyuya belli
miktar XTT eklendi ve sonrasinda mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo)
450-620 nm referans araliginda absorbans degerleri Olciildli, kolormetrik olarak

degerlendirildi. Islem sonras1 ICso degeri belirlendi ve sitotoksisite grafigi ¢izildi.
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Resveratrol uygulamasi sonrasinda belirlenen ICso dozuna gore hiicre dongiisiindeki
degisimlerin analizi icin BD Cycletest™ Plus DNA Kit protokolii uygulandi, bu
yontem de BD-Acuri C6 akim sitometrisi cihazi kullanildi. Olgiimlere gore

Resveratrol uygulamasinin hiicre dongiisiiniin hangi asamalarinda etkili oldugu tespit

edildi.

Resveratrol uygulamasi sonrasinda belirlenen ICso dozuna gore apoptoz degisimlerin
analizi i¢in Annexin V Kit protokolii uygulandi, bu yontem de BD-Acuri C6 akim
sitometrisi cihazi kullanildi. Olgiimlere gére Resveratrol uygulamasinin apoptozu
indiikleyip indiiklemedigi tespit edildi.

NF-kB ekspresyonunun belirlenebilmesi ICso dozu uygulanan hiicrelerden “Total
RNA Isolation Kit” kit manueline gore total RNA izole edildi, elde edilen RNA
orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 Nanodrop cihazinda 6l¢iildii. Daha sonra
Roche LightCycler 480 cihazinda “GENECOPOEIA QPO057 SureScript™ First-
Strand cDNA Synthesis Kit” ile cDNA c¢evrimi ve RT-PCR ile genlerin mRNA

ekspresyon degerleri belirlendi.
3.6.Arastirma Etigi

Calismamiz yumurtalik kanseri hiicre hatt1 ile in vitro ortamda gergeklestirilecek

oldugundan etik kurul onay1 gerekmemektedir.
3.7. Reaktifler

3.7.1. Cisplatin

Hiicrelere diren¢ kazandirmak icin kullanilan Cisplatin’in molekiiler yapis1 Sekil 3°te
verilmigstir. Cisplatin ana stok soliisyonlar1 Tablo 1°de gdsterildigi gibi, son

konsantrasyonlar elde edilecek sekilde diliie ederek hazirlandi.

Tablo 1. Cisplatin ana stok diltisyonu

Molekiil Stok

agirhgt  Miktar1 Konsantrasyon
Molekiil (g/mol) (mg) (mili-molar) Hacim (ul)
Cisplatin 301,1 50 1,67 99435,8
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Sekil 3. Cisplatin’in molekiiler yapisi
3.7.2. Resveratrol

Etken madde olarak kullanilan Resveratrol’iin molekiiler yapisi Sekil 4’te verilmistir.
Resveratrol ana stok soliisyonlar1 Tablo 2’de gosterildigi gibi, son konsantrasyonlar

elde edilecek sekilde diliie ederek hazirlandi.

Tablo 2. Resveratrol ana stok diliisyonu

Molekiil Stok
agirhgr  Miktar1 Konsantrasyon
Molekiil (g/mol) (mg) (mili-molar) Hacim (ul)
Resveratrol 228.4 22,4 60 1635,7

OH
HO . N O
OH

Sekil 4. Resveratrol’iin molekiiler yapisi

3.8. Hiicre Kiiltiirii

Projede kullanilan insan yumurtalik kanseri hiicre hatti olan A2780 ve Cisplatin
direngli A2780cis Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi.
A2780 hiicre dizisi, tedavi edilmemis bir hastadan alinan endometrioid
adenokarsinom tiimoriinden olusan epitel bir morfolojiye sahiptir ve adherent hiicre

ozelligi gostermektedir. Hiicrelerin sayilarini ikiye katlama siiresi 48 saattir. A2780
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ve A2780cis hiicre hatlarinin mikroskop altindaki goriintiileri sirasiyla Sekil 5 ve

Sekil 6°da gosterildigi sekildedir.

ECACC Number: 93112519
Designation: A2780

24 Saat GOriintiisit

Operated by Public Health England

Sekil 5. A2780 hiicre hattinin 24 ve 48.saatlerdeki mikroskobik goriintiisii

ECACC Number: 93112517
Designation: A2780cis

24 Saat GOriintlisii

‘Dperated by Public Health England

Sekil 6. A2780cis hiicre hattinin 24 ve 48.saatlerdeki mikroskobik goriintiisii

A2780 ve A2780cis hiicrelerinin uygun kosullarda ¢ogalabilmeleri i¢in; %10 FBS
( Fetal Bovine Serum), 2 mM L-glutamin, 100U/mL penisilin, 0,1 mg/mL
streptomisin iceren Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640)
kullanilarak uygun flasklarda ( 25 cm?’lik/ 75 cm?’lik) ve 37°C ve %5 CO;

kosullarini saglayan etiivde inkiibasyonu yapildi.
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inverted Mikroskop kullanilarak hiicrelerin proliferasyonu, pasajlar1 ve takip
islemleri diizenli olarak kontrol edildi. Hiicrelerin pasaj ve dondurulma islemlerinden
once hiicre canlilik oranlarinin belirlenebilmesi i¢in Tripan Mavisi kullanildi. Isik
mikroskobu altinda Neubauer lami kullanilarak 50 pl Tripan Mavisi ile 50 pl hiicre
sollisyonu karigimi i¢indeki hiicrelerin sayimi yapildi ve canlilik oranlar1 belirlendi.
Membrani hasar goren hiicreler boyay1r absorbe ettikleri i¢in mavi renkte
goriintirlerken, saglikli olan canli hiicreler boyanmadiklari i¢in mikroskop altinda
parlak bir sekilde gozlendi. Neubauer hemositometrisinin goriintiisiic Sekil 7’de

verilmistir.

Neubauer lami \ BE 11 =
= 5 =

Sekil 7. Neubauer hemositometrisi

3.9.Hiicrelerin Pasajlanmasi

5-6x10° hiicre sayisina yaklagmis ve flask yiizeyini tamamen kaplamis olan hiicreler
75 cm?’lik flasklara pasajlandi. Adherent hiicre ozelligi gosteren A2780 ve A2780cis
hiicrelerini flask ylizeyinden ayirabilmek i¢in asagidaki siire¢ takip edildi.

1. Flasklarin igerisindeki besiyeri dokiilerek flask yiizeyi serum icermeyen RPMI-
1640 ortam ile yikand1 ve serum (FBS) yiizeyden uzaklagtirildi.

2. Flasklara 1 ml tripsin-EDTA (%0,25) soliisyonu eklendi ve flask yiizeyindeki
hiicrelerin tripsin ile etkilesime girebilmeleri icin flasklar 37°C’de 5 dk

inkibatorde bekletildi.
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3.

Inverted mikroskop araciligiyla hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol
edildikten sonra tripsin-EDTA’y1 inhibe etmek i¢in kullanilan miktarin 2 katina
denk gelecek sekilde serum igeren RPMI-1640 ortami flasklara eklendi.

Elde edilen hiicreler 15 ml’lik falcon tiiplerine alindiktan sonra 1200 rpm’de 5 dk
santrifij edildi

Santrifiij sonrasi siipernatant dokiilerek kalan hiicre peleti iizerine serumlu RPMI-
1640 eklenerek pipetaj yapildi. Hiicrelerin esit bir sekilde dagildigina emin
olunduktan sonra iki ayr1 75 cm2’lik flaska boliinerek pasajlama islemi

tamamlandi. Hiicreler cogalmak tizere inkiibatore kaldirildi.

Deneylerde hemen kullanilmayacak olan fazla hiicreler dondurularak -80°C’de

saklanmak tizere kaldirild.

3.10. Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon)

Cogalan ve pasajlanan hiicrelerden kalan hiicreler daha sonra kullanilmak ve stok

olusturmak adina dondurularak -80°C’de saklandi. Dondurma islemi i¢in asagidaki

adimlar izlendi.

Flasklardaki ortamlar dokiilerek flask yiizeyi serumsuz RPMI-1640 ile yikandi ve
serumdan uzaklastirildi.

Flasklara 1Iml tripsin-EDTA (%0.25) wuygulanarak hiicrelerin yilizeyden
ayrilmalar1 saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 15 ml’lik falkonlara toplanarak
1200 rpm’de 5 sk santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi, pelet {izerine 1 ml serumlu ortam
eklenerek hiicreler Neubauer lami yardimiyla sayildi. Her kriyotiipte yaklasik
1x109 hiicre olacak sekilde kriyotiipler ayarlandi.

9:1 oraninda FBS-DMSO karisim1 buz iizerinde hazirlandi ve hiicre peleti bu
karisim igerisinde pipetlenerek kriyotiiplere 1 mL olacak sekilde dagitildi.
Kriyotiipler -80°C’de saklanmak tizere kaldirildi.
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3.11. Dondurulmus Hiicre Hatlarimin Cozdiiriilmesi

-80°C’de kriyotiipler i¢cinde dondurulmus halde saklanan hiicreler ¢6zdiilmek iizere
oncelikle oda 1sisna alindi ve Dimetil siilfoksit (DMSO)’in hiicrelere zarar
vermemesi i¢in islemler oldukc¢a hizli gergeklestirildi. Dondurulmus hiicrelerin

cozdiiriilmesi asagidaki basamaklar takip edilerek yapildi.

1. Kiriyotiipler oda 1sisina alindiktan sonra 1 ml RPMI-1640 besiyeri ile pipetaj
uygulanarak ¢ozdiirme islemi gergeklestirildi.

2. lgerisinde 5 ml RPMI-1640 besiyeri bulunan 15 ml’lik falcon igerisine
cozdiiriilen hiicreler aktarildi ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

3. Hiicrelerin DMSO’dan arindirilabilmesi i¢in santrifiij islemi tekrarlandi ve
yeniden siipernatanti dokiilen tiip ilizerine 5 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapildi
ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij uygulanda.

4. Siipernatant uzaklastirild1 ve hiicre peleti lizerine 1 ml besiyeri eklenerek pipetaj
yapildi. Besiyeri-hiicre karisimindan 50 pl ve Tripan Mavisi’nden 50 pl alinarak
Neubauer Lami iizerine konuldu ve 151k mikroskobu altinda hiicre canliligina
bakild.

5. Hiicre sayimi ve hiicre canlilig1 orani belirlendikten sonra hiicre-besiyeri karigimi
lizerine 10 ml serum igceren RPMI-1640 besiyeri eklenerek 75 cm?’lik flasklara
hiicre ekimi gerceklestirildi..

6. Flasklar, 37°C, %95 nem ve %5 CO> kosullarini saglayan etiiv igerisine alinarak
inkiibasyona birakildi ve ¢ogalmalar takip edildi.

Hiicre ekimi sonrasinda hiicreler inverted mikroskop altinda takip edilerek ¢ogalma

ve besiyeri kullanma durumlarina bagh olarak pasajlanma ya da dondurma islemleri

yapildi.
3.12. Hiicrelere Cisplatin Uygulamasimin Yapilmasi

Cisplatine direncli hiicre hatt1 A2780cis ( EACC katalog no: 93112517) , Cisplatin’e
duyarli A2780 hiicre hattina (EACC katalog no: 93112519) artan Cisplatin
konsantrasyonlarmin uygulanmasi ile gelistirilerek ilag direnci olusturulmus olan

hiicre serisi satin alinmistir. Ila¢ direncinde azalmalarin olma ihtimali gz Oniine
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alinarak hatirlatma yapilmasi amaciyla -80°C’de saklanan A2780cis hiicre hattina

belirli araliklar ve belirli dozlarla Cisplatin uygulamas1 asagidaki basamaklar takip

edilerek yapilmistir.

1.

-80°C’de saklanan A2780cis hiicre hatti “Dondurulmus Hiicre Hatlarimin
Cozdiiriilmesi” protokiiliine uygun bir sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra 75 ¢cm?’lik
flasklara hiicrelerin ekimi yapildi.
Hiicrelerin inverted mikroskop altinda ¢ogalmalar1 ve flask ylizeyine tutunmalari
takip edildi.
5-6x10° hiicre sayisina yaklasmis ve flask yiizeyini tamamen kaplamis olan
hiicrelerin bulundugu flask icerisindeki serumlu ortam dokiilerek flask ylizeyi
serum icermeyen RPMI-1640 ortami ile yikandi.
Asagidaki seyreltme denklemine gore 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20, 22,5 uM
Cisplatin belirli aralikla hiicre ortamina eklendi ve hiicreler inkiibatore kaldirildi.
M1xV1=M2xV2

e MI: Stok ¢ozeltinin molaritesi

e M2: istenen ¢ozelti molaritesi

e VI1: Stok ¢ozelti hacmi

e V2:Istenen ¢ozelti hacmi
24 saat sonrasinda Cisplatin igeren serumlu RPMI-1640 dokildii ve flask
yilizeyinde Cisplatin kalmamasi i¢in flask serumsuz ortam ile yikandiktan sonra
flaska taze serumlu ortam eklenerek hiicreler inkiibatore kaldirildi. Her pasaj
oncesinde bu islem tekrarlanarak hiicrelerin diren¢ durumlarini korumalari

saglandi.

3.13.  A2780 ve A2780cis Hiicre Hatlarinda Proliferasyon Deneyi

Proliferasyon deneyi, metabolik olarak aktif hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim

aktivitesi ile tetrazolyum ( WST: kirmizi, XTT: sar1) tuzlarim1 kullanarak formazan

( mor veya turuncu) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak

ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile dl¢iilmesine dayanir.
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Sitotoksisite deneyinde kullanilacak olan hiicre konsantrasyonunun belirlenebilmesi
icin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda proliferasyon deneyi yapildi. Deney

oncesinde agagidaki basamaklar takip edildi.

1. “Hiicrelerin Pasajlanmasi1” protolii son basamaktan dncesine kadar tekrarlandi.

2. Hiicre sayist Neubauer lami araciligiyla belirlendikten sonra 3 tekrarli olacak
sekilde 96’lik well plate’lere her kuyuda 100 pl ortam igerisinde seri diliisyon
yapilarak 2x10°-1,8x10* hiicre/mililitre yogunlugunda hiicre ekimi yapildi.

3. Deney 96.saatte durdurularak kuyucuklara 50 pul XTT reaktifi eklenerek birer
saat araliklarla 4 kere dl¢clim gergeklestirildi ve uygun absorbansa verilen hiicre

yogunlugu belirlendi.
3.14. Hiicre Sitotoksisite Deneyi (XTT)

XTT (sodyum 3'-[1-(fenilaminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis (4 metoksi-6-nitro)
benzen siilfonik asit hidrat) reaktifi kullanilarak, A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina
8, 16, 32, 64, 128 ve 256 uM Cisplatin uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72. Saatlerdeki
sitotoksik etkisi degerlendirilip ICso degeri belirlendi. Ayni islem sonrasinda 100,
150, 200, 250, 300, 350 ve 400 uM Resveratrol uygulanan hiicreler i¢in de
tekrarlandi.

Bu deneyin calisma prensibi tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri,
formozan denilen yapiya doniismeleri sonucu renk degisikligine ugramalarina
dayanir. Tetrazolyum halkalar1 ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve
boylece renk reaksiyonu yalmzca canli hiicrelerde goriiliir. Olii hiicreler ise
tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybederek renk degisimi
gostermezler. Canli hiicrelerde goriilen bu renk degisimi mikroplak okuyucularda

absorbans olarak optik dansitometri ile dlgtliir.

Cisplatin ve Resveratrol i¢in sitotoksik etkinin belirlenebilmesi igin sirasiyla

asagidaki basamaklar uygulandi.

1. 96’lik well platelere, 3’1 tekrarlar seklinde her kuyuda 100 ul %10 FBS igeren
RPMI-1640 igerisinde ayri ayr1 A2780 ve A2780cis hiicrelerinden sirasiyla 1x10*
ve 1.5x10%* olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
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2. Hicrelerin yiizeye tutunup cogalabilmeleri acgisindan 24 saat boyunca plateler
inkiibatorde tutuldu.

3. Inverted mikroskop altinda hiicrelerin yiizeye yapisma durumlari kontrol
edildikten sonra kuyucuklardaki ortamlar ¢ekilerek 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 uM
Cisplatin igeren ortamlar eklendi.

4. 24, 48 ve 72. Saatlere denk gelen zaman araliklarinda kuyucuklara 50 pl XTT
reaktifi eklenerek, mikroplak okuyucuda ( Multiscan Fc, Thermo) 450 nm
absorbans 620 nm referans araliginda degerler 6l¢iildii ve kolorimetrik olarak
degerlendirildi.

5. Canliligin %50’sini inhibe edici doz olan ICso dozu degeri belirlendi.

6. Bu islem hiicrelere belirli zamanlarda 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20, 22,5 uM
Cisplatin uygulamasi yapildiktan sonra tekrarlandi.

7. Farkli zamanlarda Resveratrol’iin sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi igin
basamaklar tekrarlandi1 ve literatiir bilgisi dahilinde kuyucuklara 100, 150, 200,
250, 300, 350 ve 400 uM Resveratrol igeren ortamlar eklendi ve Resveratrol i¢in
ICso degeri belirlendi.

3.15. Hiicre Dongiisii Deneyi

Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinin hiicre dongiisii tizerindeki
etkilerini belirleyebilmek i¢in BD CellCycle Test kiti ( Katalog no: 340242)
kullanildi. Resveratrol verilmeyen hiicreler A2780 ve A2780cis hiicre hatlart igin

kontrol hiicreleri olarak ayarlandi.

Genel olarak hiicre dongiisiinii belirleyen bu yontem, hiicre zar1 lipidlerinin iyonik
olmayan bir deterjanla ¢dziilmesini, hiicre iskeletini ve niikleer proteinlerin tripsin ile
elimine edilmesini, hiicresel RNA'nin bir enzim ile sindirilmesini ve niikleer
kromatinin spermin ile stabilize edilmesini igerir. Propidium iyodiir (PI), daha sonra
bir akis sitometresinde izole ¢ekirdeklere stokiyometrik olarak baglanir. PI lekeli
cekirdekler, esas olarak 580 nm ile 650 nm arasindaki dalga boylarinda floresan 151k
yayar. Akis sitometresinin floresan 2 (FL2) dedektorii, boyanmis hiicreler tarafindan
564 nm ile 606 nm arasinda yayilan 15181 analiz etmek i¢in kullanilir. Ortaya ¢ikan
floresan histogramlari, anormal bir DNA kok ¢izgisinin (DNA andploidi) varligimi

saptamak i¢in analiz edilir. Bu testin sematik gosterimi Sekil 9’da verilmistir.
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Sekil 8. Hiicrelerde PI etkilesimi sonucu hiicre dongiisiiniin belirlenmesi

A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina Resveratrol’iin hiicre dongiisiine etkisini gormek
icin, caligma gruplarma belirlenen ICso dozlar1 ve dozlarin 50 uM alti ve sti
degerler uygulandi. Doz verilmeyen gruplar kontrol grubu olarak belirlendi. 48.saatte

deney durdurularak asagidaki protokol uygulandi.
Protokol;

1. 6’lik well platelere A2780 ve A2780cis hiicreleri i¢in sirasiyla 4x10° ve 6x10°
hiicre ekimi yapildi.

2. Hiicrelerin yiizeye tutunup cogalabilmeleri acgisindan 24 saat boyunca plateler
inkiibatorde tutuldu ve 24 saat sonunda belirlenen ICso dozlari hiicrelere
uygulandi.

3. Kaurulan deney 48.saatin sonunda sonlandirildi.

4. 6’lik well platelerdeki ortamlar c¢ekildi ve 1 ml PBS (Phosphate buffered salin)
eklenerek yikama yapildu.

5. Kuyulardaki PBS ¢ekilerek 500 pl %0.25 tripsin eklenerek 5 dakika inkiibatorde
bekletildi.

6. Hiicrelerin plate ylizeyinden ayrildigindan emin olunduktan sonra, 1 ml %10 FBS
iceren RPMI-1640 tripsini inhibe etmek i¢in kuyulara eklendi.

7. Kuyulardaki hiicreler 1.5’luk ependorflara toplanarak 1200 rpm’de 5 dakika
santrifij edildi.

8. Siipernatant dokiildii ve kalan pelet tizerine 1 ml Buffer Solution eklenerek elle

yavage¢a vortex yapildi ve siispanse hiicreler 300g’de 5 dakika santrifiij edildi.
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9. Siipernatant dokiildiikten sonra ayni islem tekrarlandi ve 400 g’de 5 dakika
santrifiij edildi.

10. Stipernatant dokiildiikten sonra hem kontrol gruplarina hem de ¢alisma gruplarina
250 pl Soliisyon A ( tripsin buffer) eklendi ve yavasca karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

11. Her gruba 200 pl Soliisyon B ( tripsin inhibitorii ve RNase buffer) eklendi ve
yavagea karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

12. Buz iizerinde ve karanlik ortamda gruplara Soliisyon C ( PI boya soliisyonu)
eklendi ve karanlik ortamda 10 dakika inkiibe edildikten sonra Flow sitometri

cihazinda ol¢limler gerceklestirildi.

3.16. Apoptoz Deneyi

A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda Resveratrol’iin apoptotik etkisini aragtirmak
icin BD Annexin V FITC Assay ( Katalog no: 556547) kiti kullanildi. Resveratrol

verilmeyen hiicreler kontrol hiicreleri olarak ayarlandi.

Testin calisma mekanizmasi, hiicre zarinin sitoplazmik ylizeyinde bulunan membran
lipitlerinden biri olan fosfotidilserinin (PS) translokasyonuna dayanmaktadir. Ca*?’
ye bagl bir fosfolipid baglayict protein olan Annexin V, PS icin yiliksek afiniteye
sahiptir ve florokrom etiketli Annexin V, akis sitometrisi kullanilarak maruz kalan
PS’nin saptanmasi i¢in kullanilabilir. PS translokasyonu, apoptotik veya nekrotik
siireglerden kaynaklanan hiicre oliimiiniin sonraki asamalarinda meydana gelir. Bu
nedenle, Annexin V ile boyama, erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi igin
propidium iyodiir (PI) boyasi ile birlikte kullanilir. Saglam zarlara sahip canl
hiicreler PI'1 hari¢ tutarken, Olii ve hasarli hiicrelerin zarlar1 PI'a gecirgendir. Bu
nedenle, canli kabul edilen hiicreler hem Annexin V hem de PI negatif iken, erken
apoptozda olan hiicreler Annexin V pozitif ve PI negatiftir ve ge¢ apoptozda olan
veya zaten Olii olan hiicreler hem Annexin V hem de PI pozitiftir. Bu sekilde
apoptotik hiicrelerin ayrimi gerceklestirilmektedir. Annexin V ve PI maddelerinin

hiicreler tizerindeki etkilesimleri Sekil 10°da gdsterilmistir.
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Sekil 9. Hiicrelerde Annexin V ve PI etkilesimleri

A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda Resveratrol’iin apoptotik etkisini belirlemek
icini ¢aligma gruplarina ICso degerleri uygulandi. Doz verilmeyen gruplar kontrol
gruplar1 olarak ayarlandi. 48. Saatte deney durdurularak kit protokolii asagidaki
sirayla uygulandi ve Flow sitometri cihazi ile dl¢lim yapilarak hiicrelerde kontrole

kiyasla apoptotik etki belirlendi.
Protokol;

1. 6’lik well platelere A2780 ve A2780cis hiicreleri igin sirasiyla 4x10° ve 6x10°
hiicre ekimi yapildi.

2. Hiicrelerin yiizeye tutunup cogalabilmeleri acgisindan 24 saat boyunca plateler
inkiibatorde tutuldu ve 24 saat sonunda belirlenen ICso dozlari hiicrelere
uygulandi.

3. Kaurulan deney 48.saatin sonunda sonlandirildi.

4. 6’lik well platelerdeki ortamlar c¢ekildi ve 1 ml PBS (Phosphate buffered salin)
eklenerek yikama yapildi.

5. Kuyulardaki PBS ¢ekilerek 500 pl %0.25 tripsin eklenerek 5 dakika inkiibatorde
bekletildi.

6. Hiicrelerin plate ylizeyinden ayrildigindan emin olunduktan sonra, 1 ml %10 FBS

iceren RPMI-1640 tripsini inhibe etmek i¢in kuyulara eklendi.
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13.

14.

15.

16.

17.

Kuyulardaki hiicreler 1.5’luk ependorflara toplanarak 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten sonra 1 ml PBS ile yikama yapildi ve
1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden alinan ependorflara 10X Binding Buffer’dan 100 pl eklendi.

Doz ile muamale edilmis olan hiicrelerin bulundugu ependorflara 2,5 pl PI ve 2,5
ul Annexin V eklendi.

Kontrol ependorflara 2,5 ul Annexin V eklendi ve biitiin ependorflar 15 dakika
karanlik ortamda inkiibe edildi.

Kontrol ependorflar1 hari¢ diger ependorflara 150 pl Binding Buffer eklendi ve

Flow sitometri cihazinda dl¢timler gerceklestirildi.

3.17. Gen Ekspresyonu

Resveratrol’tiin belirlenen ICso dozlar1 A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda NF-«xB
mRNA ekspresyon diizeylerine olan etkileri LightCycler 480 cihazinda RT-PCR

yontemi kullanilarak degerlendirildi.

3.17.1. Total RNA izolasyonu

Resveratrol’iin belirlenen dozlar1 verilen hiicreler ¢alisma grubu olarak belirlenirken

doz verilmeyen gruplar kontrol grubu olarak belirlendi. 48. Saatte hiicreler toplanip,

santrifiij edildikten sonra elde edilen peletlerden total RNA izolasyonu yapildi.

[zolasyon “MagNA Pure Compact RNA izolasyon Kiti” protokoliine gére uygulandi.

Protokol;

1.

6’lik well platelere A2780 ve A2780cis hiicreleri igin sirasiyla 4x10° ve 6x10°
hiicre ekimi yapildi.

Hiicrelerin yiizeye tutunup g¢ogalabilmeleri agisindan 24 saat boyunca plateler
inkiibatorde tutuldu ve 24 saat sonunda belirlenen ICso dozlari hiicrelere
uygulandi. Doz uygulanmayan gruplar kontrol olarak belirlendi.

Kurulan deney 48.saatin sonunda sonlandirildu.

Platelerdeki ortam uzaklastirilarak, serumsuz RPMI-1640 ile hiicreler yikandi.
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5. Eklenen serumsuz ortam ¢ekildikten sonra kuyulara % 0.25 tripsin eklendi ve
tripsinizasyon i¢in plateler 5 dk boyunca inkiibatorde tutuldu.

6. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigindan emin olunduktan sonra kuyulara FBS
iceren RPMI-1640 eklenerek hiicreler santrifiij tlipline toplandi ve 1200 rpm’de 5
dk santrifiij yapildi.

7. Siipernatant kismu dokiildii ve elde edilen hiicre peleti tizerine 100 ul PBS
eklenerek siispanse hale getirildi.

8. Siispanse haldeki hiicrelerin tizerine 100 pl ‘Lysis-binding Buffer’eklendi ve
pipetaj uygulanda.

9. Ornekler oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe edildi.

10. Magnapure Compact LC cihazina ornekler yiiklendi. Protokol olarak ; ‘RNA
cell’ secildi ve 200 pl 6rnek, 50 ul elution voliim segenegi isaretlendi.

11. inkubasyon isleminden sonra elde edilen 200 ul hiicre lizat1 barkodsuz tiiplere
aktarild1 ve cihazin S sirasina yerlestirildi.

12. Bos elution tiipleri cihazin E sirasina yerlestirildi.

13. Cihazin C sirasma ise her bir 6rnek i¢in barkodsuz sample tiiplerine 20 pl
DNAaz enzimi konularak yerlestirildi.

14. Tiim basamaklar tamamlandiktan sonra cihaz baslatildi ve 32 dakika sonra total

RNA izolasyon tamamlandi.
3.17.2. RNA Miktar ve Saflik Ol¢iimii

izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari 260/280nm ve 230/260nm

dalga boylarindaki absorbans degerleri Nanodrop cihazinda okunarak belirlendi.
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3.17.3. Komplementer DNA ( cDNA) Sentezi

Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen uygun RNA’lardan cDNA sentezi yapmak
icin “GENECOPOEIA QPO057 SureScript™ First-Strand cDNA Synthesis Kit” i
kullanildi.

Asagidaki protokol adimlari izlenildi.

Protokol;

1. Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen 6rnekler kit manueline gére 200 ng/pl
seklinde ayarlandi.

2. Kit protokoliinde belirtildigi gibi reaksiyon miksi buz iizerinde 8 ul olacak
sekilde hazirlandi. ¢cDNA olusturulmas:1 asamasinda kullanilan bilesenler ve

miktarlar1 Tablo 3’te gosterildi.

Tablo 3. cDNA reaksiyon miks karigimi1

Reaktifler Hacim
Random Primer (50 uM) 1l
dNTP Mixture (10 mM each) 1 ul
5X first-strand Buffer 4 ul

M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 1 ul
Rnase Inhibitor (40 U/ul) 1l

3. Miks cDNA tiiplerine dagitildiktan sonra total RNA’lar eklenerek total hacim
Rnase free dH»0 ile 20 ul’ye tamamlandi. Islemlere buz iizerinde devam edildi.

4. Hazirlanan tiipler PCR thermo-cycler cihazina alinarak, asagidaki protokole
gore calistirildi.
1) 55°C’da 60 dk
2) 70°C’da 10 dk

5. Cihaz tamamlandiktan sonra ¢cDNA oOrnekleri buz iizerinde bekletilerek PCR

asamasina gecildi.
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3.17.4. RT-PCR Analizi

cDNA ornekleri kullanilarak NF-xB ekspresyon seviyesini belirlemek icin

“BlazeTaq™ SYBR Green qPCR Mix 2” kullanilarak gPCR Array ¢aligmasi yapildi.

Hedef gen NF-kB ve housekeeping gen primeri (GAPDH) ile birlikte asagidaki

tabloda belirtilen prosediire uygun mix hazirlandi. qPCR analizinde kullanilacak

genlerin primerlerinin baz dizilimleri ve baz sayilar1 Tablo 4’te verilmistir. GAPDH

Forward ve Reverse primerinin kullanim bilgileri Tablo 5’de ve NF-kB Forward ve

Reverse gen primerlerinin kullanim bilgileri Tablo 6’da verilmistir. PCR igin

kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 7°de, PCR protokolii ise Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Kullanilan gen primerlerinin dizilimleri ve baz sayilari

Gen Adr Gen Dizilimi

GAPDH-Forward 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'
GAPDH-Reverse 5’-TCCACCCTGTTGCTGTA-3’
NF-«kB-Forward 5’GCAGATGGCCCATACCTTCA-3’
NF-kB-Reverse 5’CACCATGTCCTTGGGTCCAG-3’

BP

20 bp
17 bp
20 bp
20 bp
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Tablo 5. GAPDH Forward ve Reverse Primerlerinin Kullanim Bilgisi

GAPDH-F

Oligo No

Skala

Saflastirma

GAPDH-R

Oligo No

Skala

Saflagtirma

191023-
1-16

50 nmol

DSLT

191023-

1-17

50 nmol

DSLT

GC

MW

A260

GC

MW

A260

42,30% Tm (Basic)

5990,9 Conc.

294

OD

40,90% Tm (Basic)

5112,4 Conc.

20,5 OD

58.83°C
934,73

ng/ul

8,2

47,05°C
694,75
ng/ul

5,7

Total nmol

Total ng
100
stok-pl TE

Total nmol

Total ng
100
stok-pul TE

Tablo 6. NF-xB Forward ve Reverse Primerlerinin Kullanim Bilgisi

NF-kB-F

Oligo No

Skala

191023-
1-20

50 nmol

Saflastirma DSLT

NF-kB-R

Oligo No

Skala

191023-
1-21

50 nmol

GC

MW

A260

GC

MW

Saflastirma DSLT  A260

42,30% Tm (Basic)

6062 Conc.

25,5

oD

46,20% Tm (Basic)

6069

Conc.

23,2 oD

58.83°C
812,88
ng/ul

7,1

55.880C
774,53

ng/ul

6,5

Total nmol

Total ng
100 pM
stok-ul TE

Total nmol

Total ng
100 pM
stok-ul TE

pM

pM

43,69

261724,6

436,9

38,05

1945294

380,5

37,55

227605,1

375,5

35,73

216868.,4

3573
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Tablo 7. PCR Reaksiyon karigimi

Reaktifler Hacim
cDNA 6rnegi 1l
2X Plus SYBR 10 pl
Upstream Primer 0,5 ul
Downstream Primer 0,5 ul
ddH->O 8 ul
Son Hacim 20 pl

e Kullanilan primerler kullanim protokollerine uygun olarak hazirlandi. Ug tekrar
olacak sekilde hesaplamalar yapildu.

e PCR reaksiyon karigimi iyice karistirilip PCR reaksiyon tiiplerine aktarilda.

e Cok kisa santrifiij yapildiktan sonra 6rnekler 96 kuyucuklu PCR plakasina alindi.
PCR plakasi Roche Light Cycler 480 cihazina yerlestirilerek reaksiyon baglatildi.

e Cihaz Tablo 8’deki gibi programlandi. Program bitisi sonrasi elde edilen Ct

degerleri degerlendirildi.

Tablo 8. PCR reaksiyon programi

Programlar Sicakhik Siire Dongii Sayis1  Ramp Rate (°C/s
Pre-Inkiibasyon 95 °C 10 dakika 1 4.40
Pre-Amplifikasyon 95 °C 10 saniye 4.40
60 °C 20 saniye 10 2.20
72 °C 10 saniye 4.40
Amplifikasyon 95°C 10 saniye 4.40
60 °C 20 saniye 45 2.20
72 °C 10 saniye 4.40
Melting Curve 95°C 15 saniye 4.40
60 °C 1 dakika 2.20
95°C - 1 -
60 °C 15 saniye 2.20
Sogutma 40 °C 1 saniye 2.20
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3.18. lstatistiksel Analiz Yontemleri

ICso dozunun hesaplanmasi, hiicre dongilisli ve apoptoz sonuglart Graphpad Prism 8
programinda hesaplandi. Real-time PCR verileri relative ekspresyon analizi 2-44¢T

yontemi ile hesaplandi.
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4. Bulgular

4.1.Proliferasyon Deneyleri

Yumurtalik kanseri hiicre hattt A2780 ve Cisplatin direncli yumurtalik kanseri hiicre
hatti  A2780cis hiicrelerinin sitotoksisite analizlerinde kullanilacak olan hiicre
sayisinin belirlenmesi i¢in proliferasyon deneyi kuruldu. Deneylerde ilk kuyucuklara
200 pl serumlu RPMI-1640 igerisinde 2x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
96’lik plate’e 3 tekrarl kurulan proliferasyon deneyinde her kuyuda 100 pl igerisinde
seri diliisyon yapilarak hiicreler dagitildi. 96. saatte deney sonlandirilarak
kuyucuklara 50 pul XTT reaktifi eklendi ve bir saatte bir Multiscan FC (Thermo)
mikroplak okuyucusunda ol¢iimler gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore hiicre
konsantrasyonu A2780 hiicre hatt1 i¢in 5x10* hiicre/ml; A2780cis hiicre hatt1 i¢in
10x10* hiicre/ml olarak belirlendi. A270 ve A2780cis hiicreleri arasinda 5x10%’liikk
bir fark oldugu goriildii. Proliferasyon sonuclart Grafik 1 ve Grafik 2°de gosterildi.

A2780 Proliferasyon Deneyi
125

100 ®

75

OD

50_

25

)
¢
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Hiicre Sayisi

Grafik 1. A2780 Hiicre Hatt1 Proliferasyon Deneyi Bulgular:
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A2780cis Proliferasyon Deneyi
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Grafik 2. A2780cis Hiicre Hatt1 Proliferasyon Deneyi Bulgular

4.2. Cisplatin Direncinin Belirlenmesi

Ticari olarak Cisplatin direncli halde satin alinan hiicre hattt A2780cis’te direng
miktarinin belirlenebilmesi i¢cin 96’lik well platede 3 tekrarli olacak sekilde kurulan
deneyde kuyucuklara, Cisplatin konsantrasyonlar1 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 uM seklinde
uygulandi. Cisplatin verilmeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak ayarlandi.
Proliferasyon deneyi sonucunda saptanan degere gore, her kuyuda 100 pl serumlu
RPMI-1640 ortam igerisinde 10x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24, 48 ve 72.
saatlerde her kuyucuga 50 ul XTT reaktifi eklenerek bir saatte bir absorbans
degerleri Ol¢iildii. Cikan sonuglar Graphpad Prism 8 yazilimi ile degerlendirildi.
Cisplatin’in hiicre proliferasyonunu %50 azalttigi doz miktar1 olan ICso degeri

48.saatte 18.26 uM olarak hesaplandi. Analiz grafigi, Grafik 3’te belirtildi.
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Grafik 3. A2780cis Hiicre Hattinda Cisplatin Sitotoksisite Bulgulari

18.26 uM Cisplatin’e direncli oldugu bulunan A2780cis hiicrelerine Cisplatin
uygulamasinin yapilabilmesi i¢in yeterli hiicre yogunluguna erigilen flasklara farkli
zamanlarda 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20 ve 22,5 uM Cisplatin uygulamasi
yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca Cisplatin igeren serumlu ortam igerisinde
inkiibatorde bekletildikten sonra direncin belirlenebilmesi ic¢in sitotoksisite testi
tekrarland1 ve ¢ikan sonuglar degerlendirildi. ICso degeri 48.saatte 32.42 uM olarak
hesaplandi. Cisplatin uygulamasi Oncesi ve sonrast sonuglarina goére A2780cis

hiicrelerinin ~2 kat diren¢ kazandig1 goriildii. Analiz grafigi, Grafik 4’te belirtildi.
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Grafik 4. A2780cis Hiicre Hattinda Cisplatin Uygulamasi Sonrasinda Sitotoksisite
Bulgulari
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4.3. Resveratrol’iin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

A2780 ve A2780cis hiicreleri ile 96’lik well platede 3 tekrarli olacak sekilde kurulan
deneylerde kuyucuklara, Resveratrol konsantrasyonlar1 100, 150, 200, 250, 300, 350
ve 400 pM seklinde uygulandi. iki hiicre hattinda da Resveratrol uygulanmayan
kuyucuklar kontrol grubu olarak ayarlandi. Her kuyuda 100 pl serumlu RPMI-1640
ortamu igerisinde sirastyla A2780 ve A2780cis hiicrelerinden 5x10* ve 10x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 24, 48 ve 72. Saatlerde her kuyucuga 50 pul XTT reaktifi
eklenerek absorbans degerleri oOl¢iildii ve GraphPad Prism 8 yazilimi ile
degerlendirildi. Hiicre proliferasyonunun %50’sini azaltan 1Cso dozu A2780 igin
48.saatte 215,2 uM ve A2780cis hiicre hatti i¢in 48.saatte 265,5 uM olarak
hesaplandi. A2780 ve A2780cis hiicreleri arasinda Resveratrol’iin ICso dozunun 50
uM farkli oldugu belirlendi. Sitotoksisite bulgularmin grafikleri, Grafik 5 ve Grafik
6’da gosterildi.
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Grafik 5. A2780 Hiicre Hattinda Resveratrol Sitotoksisite Bulgulari
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Grafik 6. A2780cis Hiicre Hattinda Resveratrol Sitotoksisite Bulgular1

4.4. Resveratrol’iin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Resveratrol’iin 48.saat i¢in belirlenen ICso dozlart A2780 ve A2780cis hiicre
hatlarina uygulanarak, etken maddenin hiicre dongiisii iizerine etkileri PI analizi ile
degerlendirildi. Etken madde uygulanan hiicreler, etken madde uygulanmayan
kontrol hiicreleri ile karsilagtirilarak, Go/G1, S ve G2/M evrelerindeki hiicre sayilari
ve yilizdeleri degerlendirilerek analiz edildi. A2780 hiicre hattinda 48.saatte
hiicrelerin Go/G1 fazindaki oraninin %76,3 oldugu belirlendi. Kontrol grubuna
kiyasla, 215,2 uM Resveratrol’iin A2780 hiicre hattina uygulanmasina bagh olarak,
48.saatte Go/G1 fazindaki oran %80,8 olarak belirlendi. A2780 hiicre hatt1 kontrol
grubu ve etken madde uygulanan hiicreler arasinda Go/G; fazinda ~1,05 katlik bir

artis goriildii. Sonuclar Sekil 10 ve Grafik 7°de gosterildi.
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Sekil 10. A2780 hiicre hattinda Resveratrol’lin 48.saatteki hiicre dongiisii grafikleri

1004
M Kontrol

M Resveratrol Hiicre Kontrol RESETI)
804

Dongiisii

607 G0/G1 76,3% 80,8%
i S 7,5% 8,8%
409
G2M 12,7%  8,9%

201

m

GO0/G1 S G2/M
Hiicre Déngiisii

2

Grafik 7. Resveratrol’lin 48.saat sonunda A2780 hiicre hattindaki Go/G1, S ve Go/M
evrelerinin ytizdeleri

A2780cis hiicre hattinda, kontrol grubundaki hiicrelerin Go/Gi1 fazindaki orani
48.saatte %69,4 olarak belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla, 265,5 pM Resveratrol’iin
A2780cis hiicre hattina uygulanmasina bagli olarak, 48.saatte Go/Gi fazindaki
oran %72,3 olarak belirlendi. A2780cis hiicre hattinda, kontrol grubu ve etken madde
uygulanan hiicreler arasinda Go/G; fazinda ~1,04 katlik bir artig goriildii. Sonuglar
Sekil 11 ve Grafik 8’de gosterildi.
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Sekil 11. A2780cis hiicre hattinda Resveratrol’in 48.saatteki hiicre dongiisii
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Grafik 8. Resveratrol’iin 48.saat sonunda A2780cis hiicre hattindaki Go/Gi, S ve
G2/M evrelerinin ylizdeleri

4.5. Resveratrol’iin Hiicreler Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

A2780 ve A2780cis hiicre hatlarma, Resveratrol etken maddesinin 48.saat ICso doz
uygulamas1 ile bu dozlarin hiicreler iizerindeki apoptotik etkinligi Annexin V
yontemi ile degerlendirildi. 6’lik well plateler icerisinde sirasiyla A2780 ve A2780cis
hiicrelerinden 3x10° ve 4x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Resveratrol
uygulanmayan kuyucuklar kontrol grubu olarak kabul edildi. Sonu¢ olarak A2780
hiicre hattinda kontrole kiyasla %62,83 oraninda apoptotik etki gézlendi. A2780cis
hiicre hattinda ise kontrole kiyasla %7,96 oraninda apoptotik etki gozlendi. A2780

hiicre hatt1 i¢cin Annexin V goriintiileri Sekil 12°de ve A2780cis i¢in Sekil 13’te
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gosterildi. Apoptoz etkisinin kontrole gore kat degisiminin degerlendirilmesi A2780
icin Grafik 9°da ve A2780cis i¢in Grafik 10°da belirtildi.
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Sekil 12. Resveratrol’iin (ICso) A2780 hiicre hattinda 48.saatteki apoptotik etkisinin
Annexin V sonuglari
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Grafik 9. Resveratrol’tin (ICso) A2780 hiicre hattinda 48.saatteki apoptotik etkisinin
kat degisim grafigi
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Sekil 13. Resveratrol’tin (ICso) A2780cis hiicre hattinda 48.saatteki apoptotik
etkisinin Annexin V sonuglar1
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Grafik 10. Resveratrol’iin (ICso) A2780cis hiicre hattinda 48.saatteki apoptotik
etkisinin kat degisim grafigi
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4.6. Resveratrol’iin NF-kB Genindeki mRNA Ekspresyon Diizeyine Etkisinin
Analizi
Resveratrol etken maddesinin 48.saat ICso dozu uygulanan A2780 ve A2780cis hiicre
hatlarinda , NF-xB geninin mRNA ekspresyon diizeyini belirlemek adina
LightCycler 480 cihazinda RT-PCR analizi yapildi. Etken madde verilmeyen gruplar
kontrol grubu olarak ayarlandi. Referans gen olarak GAPDH housekeeping geni
kullanildi. Resveratrol’iin hesaplanan ICso dozlarinin uygulanmasi sonucunda A2780
hiicre hattinda NF-kB geninde 0,91 kathk bir azalma oldugu ve A2780cis
hiicrelerindeki NF-xB ekspresyonunda 8,30 katlik bir artis oldugu belirlendi. Gen
ekspresyon degisiklikleri 2-44Ct
degisimleri A2780 icin Grafik 11’de ve A2780cis i¢in Grafik 12’de verildi.

ile hesaplandi. RT-PCR sonucuna gore belirlenen kat

Resveratrol’lin etkisinin literatiir bilgileri dogrultusunda A2780cis hiicre hattinda
8,30 katlik ekspresyon artisi gdstermesi sonucu bir inhibisyona neden olmadigi
seklinde yorumlandi.

A2780, Resveratrol (IC50:215,2 nM)

1.5
mm Kontrol

= NF-kB

Ekspresyon kat degisim i

0.0
Kontrol NF-kB

Grafik 11. A2780 hiicre hattinda NF-kxB mRNA ekspresyon kat degisimi
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Grafik 12. A2780cis hiicre hattinda NF-kxB mRNA ekspresyon kat degisimi
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5. Tartisma

Gelismis toplumlarda kadinlar arasindaki kanserle iligkili Oliimlerin ana
nedenlerinden biri yumurtalik kanseridir ve en liimciil jinekolojik kanserlerden biri
oldugu kabul edilmektedir. Yumurtalik kanserinin ortalama 5 yillik sag kalim
oran1 %40 diizeyindedir ve ileri evre hastalarda (evre Il veya IV) bu oran yariya
diismektedir (Kurman, Hedrick, Brigitte, & Ronnett, 2011).

Son zamanlarda, histopatolojik, molekiiler ve genetik ¢aligmalardan elde edilen
bulgularla yumurtalik kanserinin birkag alt tipinin ozellikleri aydimnlatilmistir.
Yumurtalik kanseri iki genis kategoriye ayrilmaktadir: Yumurtaliklardaki oncii
lezyonlarin agik¢a tanimlandigi Tip I tiimorler ve bu tiir lezyonlarin net olarak
tanimlanmadig1r ve tiimorlerin tubal ve/veya over yiizey epitelinden de novo
gelisebildigi Tip II timorler seklindedir. Bu 6zellikleri anlamak, yumurtalik kanseri
mortalitesini azaltma cabasinda 6nemlidir (Koshiyama, Matsumura, & Konishi,
2017).

Tip I karsinomlar, genel olarak, endometriyal karsinomlar gibi yavas biiyiiyen diisiik
dereceli neoplazmalardir. Buna karsilik, tip II karsinomlar ileri dereceli ve klinik
olarak agresif neoplazmalardir. Tip II karsinomlarin c¢ogu, ileri dereceli serdz
karsinomu temsil etmektedir. Ileri dereceli serdz karsinomun varyantlari olan
karsinosarkom ve farklilagmamis karsinom da bu kategoriye dahildir. Tip II
karsinom gelisimi siklikla pS3 mutasyonlar ile iliskilendirilmektedir (Koshiyama,
Matsumura, & Konishi, 2014).

Farkli histolojik ve molekiiler 6zellikleri bulunan yumurtalik kanseri alt tiplerini
temsil eden modeller, giivenilir preklinik testler saglamak icin kritik 6neme sahiptir.
Arastirmalarda kullanilmak tlizere gelistirilmis yaklagik 100 yumurtalik kanseri hiicre
dizisi vardir, ancak bunlarin hiicresel ve molekiiler ozellikleri biiyiik o6lciide
tanimlanmamistir. Beaufort ve arkadaslari, yumurtalik karsinomlarinin  klinik
patolojik ve molekiiler ozellikleri ve prognozu ile iligkili olan histolojik ve
morfolojik alt tipleri belirlemislerdir. 39 yumurtalik kanseri hiicre hatt1 14 ileri
dereceli serdz, 4 serdz tip, 1 diisiik dereceli serdz ve 20 serdz olmayan tip seklinde
siiflandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore A2780, SKOV3 ve IGROV1 gibi yaygin
olarak kullanilan yumurtalik kanseri hiicre hatlarinin ileri dereceli seréz alt tipini
temsil etmedigi, ancak biiyiik olasilikla endometrioid histolojik alt tipini temsil ettigi

bildirilmektedir (Beaufort vd., 2014).
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Calismamizda kullandigimiz hiicre hattt A2780, herhangi bir antikanser ilag veya
kimyasalla tedavi edilmemis bir hastadan alinmis olup yumurtalik endometroid
adenokarsinom tiimoriinden olusturulmus bir yumurtalik kanseri hiicre hattidir.
Yumurtalik kanseri, molekiiler biyoloji ve klinik davranis acisindan 6nemli 6l¢iide
degisen, farkli kokenlerden farkli alt tipler iceren heterojen bir hastaliktir. Son on
yilda tedavisinde bazi sinirlt ilerlemelere ragmen, su anda ¢ok az terapdtik segenek
vardir ve genel sagkalim kotii olmaya devam etmektedir (Schmid & Oehler, 2014).
Kemoterapi, yumurtalik kanseri tedavisinin en hayati pargasidir. Platin iceren ilaglar
(cisplatin ve karboplatin) ve taksan ailesi (paklitaksel ve dosetaksel) yumurtalik
kanseri tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapdtik ajanlardir (Chandra vd., 2019).
Cisplatin, ciddi yan etkilerine ve diren¢ gelistirmesine ragmen yumurtalik kanserinin
ana tedavisi olarak kullanilmaktadir. (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014).

fleri yumurtalik kanseri icin kemoterapi yetersiz kalmaktadir. Cisplatin bazli
kombinasyon kemoterapotik tedavilerle gergeklestirilen gelismelere ragmen, ¢ogu
hasta hala direncli kanserden Slmektedir. ilag direnci, tedavi sonucunun en 6nemli
belirleyicisi olarak ortaya cikmaktadir. Laboratuvar caligmalari, yaygin olarak
kullanilan kemoterapdtik ajanlara karsi hiicresel diren¢ mekanizmalari hakkinda
onemli bilgiler saglamaktadir. Azalan ilag¢ birikimi, metabolik ila¢ inaktivasyonu ve
ilaca bagl hiicresel hasara karsi onarim veya tolerans, tiimii hiicresel diizeyde
dirence katkida bulunmaktadir (Perez, Hamilton, Ozols, & Young, 1993).

Helleman ve arkadaslari, in vitro sartlar altinda bozulmus Cisplatin tasinimini
gosterebilmek icin Cisplatin duyarli A2780 hiicre hattin1 Cisplatin direngli hale
getirmislerdir. Duyarli A2780 hiicre hattin1 direngli hale getirebilmek i¢in ard arda
10 giin boyunca hiicreleri 3.3 uM Cisplatin (1 pg/ml) ile muamele etmislerdir.
Sonrasinda A2780cis hiicre hattinin Cisplatin direnci seviyesini belirlemek icin MTT
ve klonojenik hayatta kalma deneyleri yapmislardir. Bunlarin sonucunda A2780
hiicre hatt1 i¢in Cisplatin ICso degerini 1.2 uM ve A2780cis hiicre hatti i¢cin I1Cso
degerini 4.5 uM olarak hesaplamislardir. Bu sonuclara gore duyarli ve direngli
A2780 hiicre hatlarinda 3.8 katlik bir fark oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuglar,
A2780cis hiicre hattinin Cisplatin’e A2780 hiicre hattindan daha az duyarli oldugunu
gostermektedir (Helleman vd., 2006).

Alghamian ve arkadaslarinin yaptigi, kemorezistans derecesi bakimindan farklilik

gosteren ticari olarak temin edilebilen iki yumurtalik kanseri hiicre dizisi A2780 ve
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A2780cis arasinda epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) gen diizenleyicilerinin
ifadesinde herhangi bir onemli farklilik olup olmadigini belirlemeyi amaglayan
calismalarinda, hiicreleri 24 saat boyunca artan konsantrasyonlarda ( 0,5, 2, 5, 10, 15,
20 ve 30 pg/ml) Cisplatin ile muamele etmislerdir. Bunun sonucunda yaptiklart MTT
analizine gore A2780 hiicre hatti i¢in ICso degerini 5 pg/ml ve A2780cis hiicre hatti
icin ICso degerini 30 pg/ml olarak hesaplamislardir. A2780cis hiicrelerindeki ICso
degerinin, ana hiicre hattinin ICs¢'sinden alt1 kat daha yiiksek oldugunu, bunun da
A2780cis hiicrelerinin, A2780 hiicrelerine kiyasla Cisplatin kaynakli sitotoksisiteye
kars1 daha direngli oldugunu ortaya koymuslardir (Alghamian, Soukkarieh, Abbady,
& Murad, 2022).

Bizde ticari olarak satin alinmig olan A2780cis hiicre hattindaki Cisplatin direncinin
dozunu belirleyebilmek i¢in 24, 48 ve 72. saatlerde 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 uM Cisplatin
uygulayarak XTT reaktifi ile sitotoksisite deneyi gerceklestirdik ve doz-zamana bagl
olarak degiskenlik gdsteren ICso degerini hesapladik. XTT analizine gore 48.saatte
A2780cis hiicreleri i¢in ICso degerini 18.26 uM olarak hesapladik. Sonrasinda belirli
zaman araliklarinda A2780cis hiicre hattina 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20 ve 22,5
uM Cisplatin uyguladik ve bunun sonucunda tekrarladigimiz XTT deneyi ile
A2780cis hiicreleri i¢in 48.saatte 1Cso degerini 32.42 uM olarak hesapladik. Bu
sonuglara gore analizlerimizin literatlirle uyumlu oldugunu gordiik ve diger
deneylerimize devam ettik.

Kemoterapdtik ajanlara karsi direng gelisimi s6z konusu oldugunda, kemorezistansin
istesinden gelmek icin kemoterapiye duyarlilik (kemosensitizasyon) stratejilerinin
belirlenmesi  6nemlidir. Kemosensitizasyon, bir veya daha fazla direng
mekanizmasin1 modiile ederek bir ilacin digerinin aktivitesini arttirmak ig¢in
kullanilmasina dayanmaktadir. Potansiyel kemosensitizorler arasinda Resveratrol
gibi dogal ajanlar bulunmaktadir. (Gupta, Kim, Prasad, & Aggarwal, 2010).
Resveratrol (3,4',5-trihidroksi-trans-stilben) ilk olarak 1940 yilinda beyaz karaca
otunun ( Veratrum grandiflorum O. Loes) koklerinin bir bileseni olarak izole
edilmistir ve o zamandan beri 70'den fazla baska bitkiden elde edilen ekstraktlarda
tanimlanmistir.  Resveratrol,  anti-enfektif,  antioksidan, anti-kanser  ve
kardiyoprotektif fonksiyonlar dahil olmak iizere genis spektrumlu faydali saglik
etkilerine sahip bir fitoaleksindir (Aggarwal vd., 2004). Resveratrol’lin anti-kanser

aktivitelerine, hiicre dongiisii ilerlemesini durdurmasi, inflamasyonu, proliferasyonu,
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apoptozu indiiklemesi, invazyon, metastaz ve tiimor hiicrelerinin anjiyogenezini
diizenleyen birkac hiicre sinyal molekiiliiniin modiilasyonu aracilik etmektedir. /n
vitro ve in vivo c¢alismalardan elde edilen arastirmalar , Resveratrol’iin apoptotik
yolaklar1 modiile ederek, ila¢ tasiyicilarini ve tlimor hiicresi proliferasyonunda yer
alan proteinleri asag1 modiile ederek tiimor hiicrelerinde kemo-direncin iistesinden
gelebilecegini gostermektedir. Ek olarak, Resveratrol’iin NF-kB ve STAT3 yolunu
inhibe ederek hiicreleri ilaca duyarli hale getirebildigi gosterilmistir.(Jiang vd., 2017).
Nessa ve arkadaslarinin, ila¢ direncinin {istesinden gelmek amaciyla insan
yumurtalik A2780, A2780cis ve A2780ZD0473R hiicre hatlarina Resveratrol ile
platin ilaglar1 Cisplatin ve Oksaliplatin kombinasyonlarin1 uyguladiklar1 ¢alismada,
Cisplatin  konsantrasyonunu 0.32 - 40 upuM araliginda ve Resveratrol
konsantrasyonunu 1.6 - 200 uM araliginda olacak sekilde hiicrelere uygulamislardir.
72 saatlik inkiibasyon sonrasinda A2780 i¢in Cisplatin ICso dozunu 0.67 + 0.06 uM
ve A2780cis igin ICso dozunu 4.14 = 0.90 uM olarak hesaplamiglardir. Resveratrol
icin hesapladiklar1 ICso degerleri ise A2780 i¢in 24.78 £ 5.87 uM ve A2780cis icin
24.65 £ 7.82 uM’dir. Kombine dozlarla elde ettikleri sonuglara gére Resveratrol ve
platin ilaglarin 2 saatlik bir zaman araliiyla uygulanmasinin, tek basina
uygulamasindan ¢ok daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugunu ve birlesik ilag
etkisinin, Resveratrol eklendiginde daha biiylik oldugunu gostermislerdir.
Resveratrol ile Cisplatin kombinasyonu i¢in sinerjizm derecesinin, Oksaliplatin ile
kombinasyonundan daha fazla oldugunu bulmusglardir (Nessa, Beale, Chan, Yu, &
Hugq, 2012).

Baribeau ve arkadaslarinin yaptiklar1 baska bir ¢alismada, A2780 ve A2780cis
hiicrelerinin ¢ogalmasini, MTT analizi ile degerlendirmislerdir. 100 pl kiiltiir
ortaminda 24 saat boyunca 10 uM Cisplatin’li veya Cisplatin uygulamadiklar1 0 - 60
uM doz aralifinda hiicreleri Resveratrol ile muamele etmislerdir. Test edilen en
yiiksek dozda (60 uM) Resveratrol’iin, A2780 hiicrelerinin proliferasyonunda hafif
bir azalmaya neden oldugu ve A2780cis hiicrelerinde higbir farklilik olmadigini
gostermislerdir. Cisplatine duyarli A2780 hiicrelerinde Resveratrol’lin, tedavi olarak
Cisplatin kullanildiginda gozlenen hiicre proliferasyonundaki azalmay1 gii¢lendirdigi
ve bu iki bilesik arasinda sinerjistik bir etki olabilecegini diisiinmiislerdir. Bu durum,

Cisplatin’e direncli A2780cis hiicrelerinde gozlenmeyip, en yiiksek Resveratrol dozu,
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Cisplatin ile kombinasyon halinde kullanildiginda proliferasyonu arttirmadigini
vurgulamiglardir (Baribeau, Chaudhry, Parent, & Asselin, 2014).

Liu ve arkadaglari, 72 saat boyunca 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM Resveratrol ile
tedavi edilen A2780 ve SKOV3 hiicrelerinin canliligini MTT analizi ile
belirlemiglerdir. = Resveratrol’iin, yumurtalik kanseri  hiicresi  biiylimesini
konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe etmesi ile tipik apoptotik morfolojiler,
kiiclilmiis hiicresel membran, niikleusta yogun kromatin ve apoptotik cisimlerin
olusumunu hem A2780 hem de SKOV3 hiicrelerinde gézlemlemislerdir. A2780 ve
SKOV3 hiicrelerinde Resveratrol’iin ICso degerlerini sirasiyla 196.01 + 33.09 uM ve
56.99 +26.91 uM olarak bulmuslardir (Y. Liu vd., 2018).

Bizde Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinda sitotoksik ve proliferatif
etkilerini belirleyebilmek i¢in XTT analizi yaptik. A2780 ve A2780 cis i¢in 24, 48 ve
72. saatlerde 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 uM Resveratrol uygulayarak ICso
dozlarmi hesapladik. Resveratrol’iin ICso dozlarimi sirasiyla A2780 ve A2780cis
hiicreleri i¢in 215,2 uM ve 265,5 uM bulduk. ki hiicre hattinda Resveratrol’iin ICso
dozlarin karsilastirildigimizda 50 uM bir fark oldugunu gordiik. Literatiirde bulunan
ICso dozlarmna gore daha yiiksek dozlar elde etmis olmamiza ragmen iki hiicre hatti
arasindaki ICso dozu farkinin yakin oldugunu gordiik.

Memeli hiicre dongiisiinii olusturan fazlar, G1 ve G2, S (DNA sentezi) ve M (mitoz),
sikline bagimli kinazlar (CDK'ler) ve protein bozulmasina aracilik eden E3 ubikuitin
ligazlar1 tarafindan diizenlenmektedir. Resveratrol, hiicre biiylimesini azaltma ve
hiicre dongiisii, biiyiime faktorleri, CDK'ler ve transkripsiyon faktorleri tizerinde
dogrudan etki eden hiicre proliferasyonunu inhibe etme iglevine sahiptir. Resveratrol
bu etkisi ile kanser hiicresi olusumu ve proliferasyonunda yer alan genleri modiile
ederek ve ayrica kanser hiicresi apoptozunu tesvik ederek kemoterapiye duyarliliga
yol agmaktadir (Varoni, Lo Faro, Sharifi-Rad, & Iriti, 2016).

Resveratrol, bir dizi kanser hiicresinde hem mitokondriyal hem de mitokondriyal
olmayan programlanmis hiicre 6liimiine yol acan farkli yollar1 tetikleyebilen giiclii
bir proapoptotik ajan olarak tanimlanmaktadir. Stilben tiirevi olan Resveratrol,
normal (kanser olmayan) hiicreleri 6nemli Ol¢lide etkilemeden direngli kanser
hiicrelerini hassaslastirabilmektedir (Niedzwiecki, Roomi, Kalinovsky, & Rath,

2016).
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Opipari ve arkadaslari, aralarinda A2780’nin de bulundugu bes insan yumurtalik
karsinomu hiicre hattindan olusan bir panelde Resveratrol’iin anti-kanser etkilerini
degerlendirmiglerdir. Resveratrol’tin A2780 ve diger yumurtalik kanseri hiicre
dizileri i¢in sitotoksik oldugunu belirlemislerdir. Resveratrol’iin hiicre dongiisii
ilerlemesini etkileyip etkilemedigini analiz etmislerdir. 24 saat boyunca 50 - 200 uM
doz araliginda Resveratrol uygulamis ve 50 upuM’lik bir konsantrasyonda
Resveratrol’iin, hiicrelerin S-fazinda birikmesine neden oldugunu gdstermislerdir.
100 uM Resveratrol uygulamasi sonucunda ise hiicrelerin ¢ogunun bunun yerine
Go/G1 fazinda biriktigini belirtmislerdir. Bazi hiicre tiplerinde, Bcl-2 de dahil olmak
lizere antiapoptotik proteinlerin, Resveratrol’iin neden oldugu hiicre oOliimiinii
hafiflettigi bildirilmektedir. Yumurtalik kanserinde kemoterapi direncinin aracilari
olarak Bcl-2 ve Bcl-xL' nin 6nemi goz oniine alindiginda, proteinlerden herhangi
birinin Resveratrol kaynakli apoptozu indiikleyip indiiklemedigini belirlemek icin tek
gen transfeksiyonunu kullanmiglardir. Yiiksek seviyelerde Bcl-2 veya Bcl-xL
eksprese etmek igin stabil bir sekilde transfekte ettikleri A2780 klonlarinin,
Resveratrol ve Cisplatin’e tepkilerini belirlemek i¢in vektér kontrolleri ile TUNEL
Testi kullanarak apoptotik etkileri karsilagtirmiglardir. Kontrol hiicrelerinde (%50)
Resveratrol ile indiiklenen apoptoz oranini, Bcl-2 (%35) ve Bel-xL (%40) eksprese
eden hiicrelerde goriilenle karsilastirmiglardir. Buna karsilik, Cisplatin’in, Bcl-2
(%16.5 ) ve Bel-xL (%16.3) eksprese eden hiicrelerde kontrol hiicrelerinin %51'inde
hiicre Oliimiinii indiikledigini gostermislerdir. Bu sonuglarla, Bcl-2 ve Bcl-xL
tarafindan kontrol edilen apoptotik yolaklarin, A2780 hiicrelerinde Resveratrol
kaynakli hiicre 6liimii icin 6nemli olmadigini belirtmislerdir (Opipari vd., 2004).

Muhanmode ve arkadaslari, A2780 ve A2780cis yumurtalik kanseri hiicrelerinde
Kurkumin ve Resveratrol’lin sinerjistik etkilerini arastiran calismalarinda akridin
turuncusu/etidyum bromiir (AO/EB) boyamasi yaparak hiicre apoptozunu tespit
etmeye calismislardir. A2780cis hiicrelerine sirasiyla 30 uM Kurkumin ve 70 uM
Resveratrol uygulalarin1 48. saat boyunca siirdliirmiislerdir. Hiicreleri daha sonra
DNA baglayic1 ajan AO/EB ile boyamislardir. Bu ¢alismada apoptozla iliskili iki
biyobelirtecin (p-PARP ve kaspaz-3) ekspresyonlarinin A2780 hiicrelerine kiyasla
Cisplatin tedavisinden sonra arttigini gostermislerdir ve bu sayede Cisplatin ve
fitokimyasallarla tedavi kombinasyonunun apoptozu Onemli Ol¢lide daha da

arttirdigini bulmuslardir. Ek olarak, AO/EB deneyi sonucunda apoptoza giren
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hiicrelerin oraninin Cisplatin ile tedavi edilen hiicrelerde daha fazla oldugunu ve
Cisplatin ile kombinasyon tedavi sonucu yiikseldigini gostermislerdir (Muhanmode,
Ke Wen, Maitinuri, & Shen, 2019).

Engelke ve arkadaglar1 yaptiklar1 baska bir ¢alismada Resveratrol veya Ellagik asidin
yumurtalik kanserinde Cisplatin’in etkinligini iyilestirip iyilestiremeyecegini A2780
ve A2780cis hiicre hatlarinda arastirmiglardir. A2780cis hiicre serisini, A2780 hiicre
serisine 26 haftalik dongii boyunca Cisplatin uygulayarak elde etmiglerdir ve
A2780cis’in, A2780'e kiyasla Cisplatin’e kars1 4-6 kat daha fazla direng gosterdigini
belirtmiglerdir. FEllagik asit ve Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini, MTT yontemini kullanarak 72 saatlik inkiibasyondan
sonra degerlendirmislerdir. Resveratrol’iin, sirasiyla A2780 ve A2780cis hiicre
hatlarinda 60,3 ve 70,8 pM ile benzer 1Cso degerleri gosterdigini bulmuslardir. Daha
sonra, apoptoz (48 saat inkiibasyon) ve hiicre dongiisii (24 saat inkiibasyon)
tizerindeki 10 uM Cisplatin ile indiiklenen etkilerini incelemislerdir. 10 uM Cisplatin
ilavesinden Once hiicrelerin Ellagik asit veya Resveratrol ile 48 saat Onceden
inkiibasyonunun, sirasiyla A2780 ve A2780cis’de Cisplatin duyarliligini arttirdigini
bulmugslardir. Apoptotik hiicre sayisimi Annexin V yontemi ile belirlemislerdir.
A2780Resv ve A2780Ellag'da, 10 uM Cisplatin ile isleme tabi tutulduktan sonra
A2780'dekine benzer sonuglar bulmuslardir. A2780'de hiicrelerin %43'i, sirastyla
A2780Resv'de %37 ve A2780Ellag'da %40 apoptotik etki gosterdigi belirtilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Paklitaksel’in, tiim hiicre dizilerinde bir G»/M
tutuklamasina neden oldugu, Cisplatin’in ise en ¢ok A2780 hiicrelerinde ve en az
A2780cis’de belirgin olan bir S-faz1 tutuklamasina yol agtigini gdstermiglerdir. S
fazindaki hiicre sayisini, A2780 %46, A2780Ellag %41, A2780Resv %39 ve
A2780cis %36 olarak hesaplamislardir. Birlikte ele alindiginda, Paklitaksel veya
Cisplatin stresinin hiicre dongiisii iizerindeki dagiliminin, Ellagik asit veya
Resveratrol’iin uzun siireli tedavisinden onemli o6l¢iide etkilenmedigi sonucuna
varmislardir (Engelke, Hamacher, Proksch, & Kassack, 2016).

Bizde hiicre dongiisii ve apoptoz analizlerini gerceklestirmek icin belirlemis
oldugumuz ICso dozlarin1 A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina uyguladik. Resveratrol
uygulamadigimiz gruplart kontrol grubu olarak belirledik ve 48.saatteki ICso
dozlarmni kullandik (A2780 RV: 215,2 uM ve A2780cis RV: 265,5 uM). Hem hiicre

dongiisii hem de apoptoz deneylerini 48.saatte sonlandirdik ve sonuclar1 akis
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sitometri cihazinda analiz ettik. Elde ettigimiz sonuglara gore A2780 ve A2780
Resveratrol uygulanan gruplarimiz arasinda 48.saatte Go/G1 fazinda ~1,05 katlik bir
artis gordiik. Bu artig Resveratrol’iin Go/G; fazinda bir durmaya sebep olabilecegini
diisiindiirttii fakat sonu¢larimiz anlamli degildi. Benzer sekilde A2780cis hiicrelerine
uygulanan Resveratrol’de de kontrol grubuna kiyasla Go/G: fazinda ~1,04 katlik bir
artis oldugu gozlendi fakat sonuglarimizin literatiirle uyumlu olmadigini gézlemledik.
Apoptoz deneyini Resveratrol’iin ICso dozlarmi uygulayarak ve 48.saatte deneyi
sonlandirarak gergeklestirdik. Resveratrol uygulamadigimiz gruplari kontrol grubu
olarak belirledik. A2780 hiicre hattimizda kontrole kiyasla %62,83 oraninda
apoptotik etki gozlemledik. Buna kiyasla, A2780cis hiicre hattimizdaki apoptotik etki
kontrolle karsilastirildiginda  %7,96 oranindaydi. Iki hiicre hattimizda da
Resveratrol’lin hiicreleri sadece apoptoza yonlendirmedigini aynit zamanda nekrozu
da indiikledigini gordiik. Bu sonuglara bakarak Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis
hiicreleri arasinda belirgin bir apoptotik fark yarattigini soyleyebiliriz.

Klinik 6ncesi ve klinik c¢alismalar, NF-kB ve NF-kB aracili proinflamatuar
sitokinlerin kanserle iliskili semptomlarin ilerlemesinde merkezi bir rol oynadigini
gostermektedir. Inflamatuar sitokinler, kanser ve kansere bagli semptomlarin
gelisimi ve ilerlemesinde rol oynamaktadir. Bu sitokinler NF-xB tarafindan
diizenlenmektedir. Bu nedenle, NF-kB'yi ve sitokinleri asag1 modiile etme stratejileri,
kanserle iliskili semptomlar1 baskilamak i¢in olduk¢a umut verici goériinmektedir.
Emodin, gingerol, resveratrol, likopen, indol-3-karbinol, C vitamini, siilforafan ve
ellagik asit gibi ¢esitli diyet maddeleri, NF-kB'nin gii¢lii inhibitorleri oldugu bulunan
dogal kemopreventif maddelerdir. Resveratrol, NF-kB'nin aktivasyonunu inhibe
etmektedir ve ayrica antioksidan aktiviteye sahiptir (Khuda-Bukhsh, Das, & Saha,
2014). NF «xB'min anormal aktivasyonu, ila¢ direncini arttirmakta ve kanser
hiicrelerini farmakolojik ilaglar tarafindan indiiklenen apoptoza karst korumakta, bu
nedenle ¢cogu kanser onleyici ajan, NF-kB inhibitorleri olarak iglev gormektedir (Xu,
Deng, Lian, & Yu, 2021).

Said ve arkadaslari, Resveratrol’lin Cisplatin kaynakli yumurtalik hasarina karsi
potansiyel koruyucu etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 bir sigan
modelinde arastirmislardir. Siganlari, her biri 15 sican olacak sekilde rastgele dort
tedavi grubuna ayirmislardir ve belirli zamanlarda sicanlara Cisplatin ve Resveratrol

enjeksiyonu yapmislardir. Bu ¢alisma ile immiinohistokimya teknigini kullanarak
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yumurtalikta NF-kB'nin (p65) hiicresel lokalizasyonunu tespit etmislerdir.
Resveratrol tedavisinden sonra asagi regiile edilen Cisplatin grubunun yumurtalik
oositinde, graniiloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde NF-kB p65'in (aktif form)
ekspresyonunun arttigini bulmuslardir. Yumurtalik i¢indeki artan proinflamatuar
sinyalin, yumurtalik folikiil havuzunun Cisplatin kaynakli tiikenmesinden sorumlu
olabilecegi, Resveratrol ile birlikte tedavinin, Cisplatin kaynakli yumurtalik hasarina
kars1 bir anti-inflamatuar ajan olarak hizmet edebilecegi sonucuna varmislardir (Said,
Mantawy, & El-Demerdash, 2019).

Tino ve arkadaslar1 yaptiklari bagka bir c¢alismada, Resveratrol ve Asetil-
resveratrol’iin NF-kB proteini ve fosforilasyonu (pNF-kB) {iizerindeki etkilerini
arastirmak i¢in yumurtalik kanseri hiicre hatlart olan SKOV-3 ve OVCAR-5’i
kullanarak western blot ve immiinofloresan yontemleri ile protein miktarini
belirlemiglerdir. Hiicreleri 2, 4 ve 6 giin boyunca 10, 20 veya 30 uM Resveratrol
veya asetil-resveratrol'e maruz birakmisladir. Iki hiicre hatt1 arasinda NF-«xB ve pNF-
kB'nin miktarinda bariz bir fark oldugunu gozlemlemisler ve SKOV-3 hiicre hattinin
daha fazla miktarda protein ifade ettigini bulmuslardir (Tino, Chitcholtan, Sykes, &
Garrill, 2016).

Bizim yapmis oldugumuz g¢alismanin sonuglarina gére Resveratrol’iin ICso dozlari
A2780 ve A2780cis hiicrelerine uygulandiktan sonra A2780 hiicrelerinin NF-kB
geninde 0,91 katlik bir azalisa ve A2780cis hiicrelerinin NF-xB geninde 8,30 katlik
bir artisa neden oldugunu gordiik. Literatiir arasgtirmalarimiz sonucunda RT-PCR
sonuc¢larimizin literatiirle uyumlu olmadigi ve NF-kB geninin ekspresyon diizeyinde
beklenildigi sekilde bir azalmanin olmadigini gordiik. Resveratrol’iin bu gen
tizerindeki inhibe edici etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in protein ifadelerinin
Western Blot yontemi ile tayin edilmesi ve fosforilasyon diizeyinin belirlenmesinin
gerekli oldugunu disiinmekteyiz. Ek olarak A2780 ve A2780cis hiicrelerinin
Resveratrol ile belirli zamanlarda ve literatiirle uyumlu dozlarda tedavi edilmesi
gerektii  ve bunun sonucunda  hiicrelerin Cisplatin  duyarliliginin  artip

artmayacaginin irdelenmesinin yararli olacagini diistinmekteyiz.
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6. Sonuc ve Oneriler

Resveratrol, son yillarda metabolik, kardiyovaskiiler, nérodejenerasyon ve kanser
dahil olmak iizere pek ¢ok hastaliga karst giiclii koruma saglayan bir bilesik olarak
ortaya ¢ikmistir. Ozelllikle kanser hiicreleri iizerindeki kemopreventif ve
kemoterapotik 6zellikleri Resveratrol’i ilgi c¢ekici hale getirmistir. Yumurtalik
kanseri heterojen bir hastaliktir ve ayn1 zamanda jinekolojik malignitelerden kadinlar
arasinda baslica Olim nedenidir. Yumurtalik kanseri i¢in ana tedavi cerrahi ve
kemoterapi kombinasyonudur. Ne yazik ki, ilk cerrahi ve kemoterapiye iyi yanit
oranlarina ragmen, ¢ogu hastada kemoterapiye diren¢ gelismekte ve bu genellikle
hasta sag kalim oraninmi diisiirmektedir. Arastirmamiz, kemoterap6tik bir ajan olarak
siklikla  kullanilan Cisplatin’e  diren¢ gelisimi goOsteren yumurtalik kanseri
hiicrelerinde Resveratrol’iin terapotik etkilerine 1s1k tutmaktadir. Caligmamizda,
Resveratrol’iin yumurtalik kanseri proliferasyonunu, apoptoz indiiksiyonunu, hiicre
dongiisiinii diizenlemesini ve NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu araciligiyla direngli
hiicreleri ilaca duyarli hale getirip getirmedigi arastirildi.  Sonuglarimiz
Resveratrol’iin ve Cisplatin’in yumurtalik kanserinde sitotoksik bir etkisi oldugunu
kanitlar niteliktedir. Ayrica Resveratrol’iin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarinin
proliferasyonunu  Onledigini gosterdik. Resveratrol’iin  A2780 ve A2780cis
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurmadigint ve apoptozu anlamli derecede
indiiklemedigini gdzlemledik. Ilaca direncli ve duyarli hiicre hatlarimizla
iligkilendirdigimiz NF-xB geninin Resveratrol araciligi ile ekspresyonunda
bekledigimiz bir azalma olmadigini ve literatiirle uyumlu olmadigini gordiik. Bu
nedenle sonraki ¢aligmalarimizda Resveratrol’iin bu genin ifadesi tizerindeki etkisini
daha iyi anlayabilmek i¢in protein ifadesine ve fosforilasyon diizeyine bakilmasinin
uygun olacagini ve ayrica hiicre donglisii ve apoptoz lizerindeki etkisinin ortaya
konulabilmesi i¢in Cisplatin ile birlikte kombine doz seklinde uygulanmasinin yarar
saglayacagini diisiindiik. Calismamiz, yumurtalik kanserinde ve Cisplatin direncinde
Resveratrol’iin roliiniin daha iyi anlasilmasi, yumurtalik kanserinin Onlenmesi ve

tedavisi i¢in yeni bir bakis ag¢is1 sunmaktadir.
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8. Ekler

Arastirmamiz in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarini igerdiginden “Etik Kurul Onay

Belgesi”, “Goniillii Onam Formu” ve “Olgu Rapor Formu” gerektirmemektedir.
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Lisans 6grencisi Sn Sevim AYDEMIR’e, kahve aralarimizda baktig1 fallarla hayata
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GULTEKIN’e,

Hayatim boyunca aldigim biitiin kararlarda yanimda olan beni maddi ve manevi anlamda
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