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OZET

Resveratroliin Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriindeki p53 Aracili Apoptoz
Aktivasyonunun ve Sitotoksisitesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Immunsitokimya ve MTT Yontemleriyle Arastiriimasi

Ama¢. Meme kanseri tiim diinyada en sik goriilen kanser tiplerinden birisidir. Meme
kanseri tedavisinde ve tedavi sonrasi yeniden niiksiin 6nlenmesinde kemoterapi 6nemli
bir etkiye sahiptir. Fakat meme kanseri tedavi etkinliginin azalmasinda ilag direncinin
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan
kemoteropatiklerin yan etkileri tedavide istenmeyen bir durumdur. Bu durumun
giderilmesi i¢in yeni ilaglarin kanser tedavisindeki etkinliginin arttirilmasi
hedeflenmektedir. Son yillarda kemoteropatik ajanlarla beraber resveratrol gibi birgcok
antioksidan maddenin etkilerinin arastirilmaktadir. Bu calismada farkli dozlarda ve
stirelerde uygulanacak resveratroliin kanser hiicrelerindeki olas1 apoptotik ve sitotoksik

etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Materyal ve Metot. Calismada insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 kullanildi.
Resveratroliin sitotoksik dozlarii belirlemek i¢in, 10-140 uM konsantrasyon araliginda
resveratrol uygulanan hiicre hatlarinda MTT analizi (hiicre canlilik testi) yapildi. Etkin
dozlar belirlendikten sonra resveratrol uygulanmayan 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda
bekletilen 2 kontrol grubu, resveratroliin 20 ve 40 uM konsantrasyonlarda uygulandig:
24 ve 48 saat siireli inkiibasyonda bekletilen 4 calisma grubu olmak iizere 6 deney
grubu olusturuldu. Biitiin deney gruplarindaki total antioksidan seviyesi (TAS), total
oksidan seviyesi (TOS), apoptotik aktivite (Bax ve p53 immunpozitifligi) ve p53 gen

ekspresyonu diizeyleri arastirildi.



Bulgular. Calismamizda, MCF-7 hiicrelerine uygulanan resveratroliin hiicre
cogalmasmi engelledigi ya da baska deyisle sitotoksik etki yaptigi ve p53 protein
sentezini 24 saatlik inkiibasyon grubunda diisiirdiigii, 48 saatlik inkiibasyonun yiiksek
doz grubunda ise p53 gen ekspresyonunu arttirdigi belirlendi. Immunfloresan
boyamada, Bax immunpozitifliginde artis, immunperoksidaz uygulamasi sunucunda ise
p53 immunpozitifliginde artis saptandi. Ayrica resveratroliin uygulamasi ile total

oksidan miktar1 degismezken Ve total antioksidan diizeyleri degismistir.

Sonu¢. Calisma sonuglari, resveratrol uygulamasi ile olusan p53 genindeki artisin
apoptotik aktiviteyi arttiracagini gostermektedir. Resveratroliin bu etkileri géz 6niine

alindiginda kanser tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Meme kanseri, p53, Resveratrol
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ABSTRACT

The investigastion of resveratrol treatment in breast cancer cell line for p53
mediated apoptotic activation and cytotoxitity via polymerase chain reaction
(PCR), immunocytochemistry and MTT methods

Aim. Breast cancer is the most common type of cancer in the world. Breast cancer
caused death and recurrence of breast cancer due to chemotherapy failure. However,
acquired resistance remains a major challenge were known. In addition, the side effects
of chemotherapeutics are the other major challenge during cancer treatment. Therefore,
we aimed to enhance the therapeutic efficacy of cancer with the administration of new
drugs and new drug combinations. Recently there are many antioxidants such as
resveratrol were studied in the treatment of cancer therapy. In the present study,
resveratrol treated MCF-7 cells at various dose and incubation periods of time were

investigated for expression of p53 mediated apoptotic activation.

Material and Method. For this reason, in this study, human breast cancer MCF-7 was
used. The cytotoxic doses of resveratrol, interval of 10-140 puM concentration
resveratrol administrated cell line were analyzed via MTT analysis (cell viability assay).
After effective dosed were determined, 6 experiment groups were designed. These
groups; untreated control incubated for 24 and 48 hours group- 2 groups, 20 ve 40 uM
resveratrol treatment incubated for 24 and 48 hours -4 treatment groups. In all groups,
there examined the resveratrol cytotoxicity, total antioxidant status (TAS), total oxidant
capacity (TOC), apoptotic activity (Bax and p53 immuno-positivity) and expression

levels of p53 gene.

Results. In the present study, MCF-7 cell proliferation was inhibited by the treatment or
cytotoxic effect of resveratrol and decreased the p53 protein synthesis in 24 hours

group, increased the p53 gene expression in 48 hours incubation period. Increased Bax

VI



immune-positivity in the immunofluorescent and increased p53 immune-positivity was
determined in immunoperoxidase staining. Furthermore, breast cancer cells were
affected by the total antioxidant depending on treatment of resveratrol, but oxidant

status was not changed.

Conclusion. It can be concluded from the results that increase in the expression levels
of p53 genes may contribute to apoptotic activation by resveratrol treatment. Above a
certain effects of resveratrol, new therapatic treatment strategies may contribute to

develop higher efficiently treatment of breast cancer.

Key Words: Apoptosis, Breast cancer, p53, Resveratrol
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AMPK : 5" AMP-aktive edici kinaz (5' AMP-activated protein kinase)

BSA : S1gir serum albiimini (Bovine serum albumine)

CDK : Siklin bagimli kinaz (Cycline depending kinase)

COX-1 : Siklooksijenaz (Cyclooxygenase-1)

DHEA : Dehidroepiandrosteron (Dehydroepiandrosterone)

DHEAS : Dehidroepiandrosteron-siilfat (Dehydroepiandrosterone -
sulphate)

DMSO : Dimetil siilfoksit (Dimethyl sulphoxide)

DNA : Deoksiriboniikleik asit (Deoxyribonucleic acide)

E: : Ostron (Ostrone)

E, : Ostradiol (Estradiol)

Es : Ostriol

E:S : Ostron-siilfat (Ostrone-sulphate)

EGCG : Epigallokatekin gallat (Epigallocatechin gallate)

EGF : Epidermal biiytime faktor (Epidermal growth factor)

ER : Ostrojen-reseptdr (Ostrogene receptor)

Erkl/o : Ekstraselliiler diizenleyici kinaz 1/2 (Extracellular-regulated
kinase)

FITC : Floresan izotiosiyanat (Fluorescein Isothiocyanate)

FSH : Foliikiil sitiimiilan hormon (Follicul situmulating hormone)

GnRH : Gonodlar1 uyarict hormon (Gonadotropin-releasing hormon)

HDR : N-(4-hidroksifenill) retinamid

HRP Horseradish peroksidaz (Horseradish peroxidase)

H,0, : Hidrojen peroksit (Hydrogen peroxide)

IC50 : Baskilayici konsatrasyon 50 (Inhibition concentration)

ICC : Immunsitokimyasal (Immunocytochemical)

JINKSs : C-Jun NH2-terminal kinaz (C-Jun NH2-terminal kinase)

LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein (Low density lipoprotein)

LH : Luteinizan hormon (Lutein hormone)

LPO : Lipid peroxidasyonu (Lipid peroxydation)

MAPK : Mitojen aktive edici protein kinaz (Mitogen-activated protein
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1. GIRIS

Hayat, normal sartlar altinda dogma, biiyiime, olgunlagsma ve 6liimle son bulan
bir olaylar biitiinii olarak tanimlanmaktadir. Yasam siirecinde 6liime neden olan birgok
faktor bulunmaktadir. Bunlarin en Onemlilerinden birisi kanser olarak tanimlanan
yiiksek mortaliye sahip hastaliktir. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) verilerine gore 2008
yili itibari ile kanserden Olen insan sayisi tiim diinyada 7.6 milyon civarindayken,
Tiirkiye’de 145.000-160.000 kadar oldugu tahmin edilmektedir. 2030 yili itibari ile
kanser sebepli oliimlerin sayisinin diinyada 12 milyon olacagi tahmin edilmektedir.
Hizla gelisen ve ilerleyen diinyada, teknolojik aletlerin yaygin kullanimi1 ya da ultra
viyole 11k gibi sebeplerden kanserli vaka hizi giderek artmaktadir. Giliniimiizde kanser
tedavilerinin oldukga kisitli olmasi sebebiyle kanser olgularinin profilaksisi, erken tani
ve tedavisi iizerinde arastirmalarin yapildigi birgok ¢alisma bulunmaktadir.*? Yapilan
bu calismalarda daha ¢ok hiicre biiylimesi, boliinmesi ve Oliimii {izerine ilaglar,
beslenme aligkanliklari, stres, cinsiyet, ultra viyole isinlar, bitkisel ekstratlar gibi
faktorlerin etkileri in vivo ve in vitro olarak arastirilmaktadir.

Meme kanseri, iilkemizde kadin niifusunun %24’iinde goriilen olduk¢a yaygin
bir kanser tipi olup kemoterapotik tedavisi hayati olduk¢a zorlastiran bir klinik
problemdir. Kemoterapinin yan etkilerinin 6niine ge¢gmek icin gliniimiizde birtakim
antioksidan ajanlarin kullanimiyla ilgili bir¢ok arastirma mevcuttur.* > Bircok ¢alismada
etkinligi arastirilan resveratrol maddesi; liziimde bulunan, bitkinin kendi savunma
sisteminde kullandig1 etkin bir antioksidan ve antikanserojen bir maddedir. Bu
calismada; Gstrojen pozitif meme kanser hiicre hattinda (MCF-7) resveratrol maddesinin
apoptotik mekanizma ve vahsi tip (wild) p53 ekspresyonunu uyarmadaki etkinligi ve

etki mekanizmasi tizerinde durulacaktir.



Ozetle, ¢alismamizda belirlenen konsatrasyonlarda resveratrol ile inkiibasyona
birakilan meme kanseri hiicreleri, zaman ve doz bagimli olarak antioksidan ve oksidan

kapasiteleri ile p53 gen ekspresyonu diizeyi ve apoptotik etkinligi arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Viicudu olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde ¢ogalmalari ile
karakterize duruma kanser denir. Viicudun tiim doku ve organlarinda kanser olusabilir.
Viicutta anormal hiicre ¢ogalmasi veya inflamasyon sonucu ortaya ¢ikan lokalize
siskinlikler i¢in timor (neoplazi) terimi Kullanilmaktadir. Kanser ve karsinoma ilk
olarak Hipokrat (460-370 M.O.) tarafindan karsinoma ve karsinoz ile ifade edilmis iken,
Romen fizik¢i Galen (130-200 M.O) sislik manasina gelen “onkos” terimini
kullanmistir.® Bugiin kanser terimi genetik ve epigenetik sonuglara sebep olan biiylimesi
kontrol edilemeyen, ¢esitli organ ve dokulara yayilim gosterebilen ve anormal biiyiiyen
hastalik gruplan ile karakterize bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanserin
taniminin yapildig: 3700 yillik gegmise baktigimizda, Misir’li bilim adami1 Edwin Smith
Papyrus (M.O. 1600) kanseri tedavi edilemez bir hastalik olarak tanimlanmustir. Oysaki
kanserin ilk tanimlandigi giinden bugiine yiizyillar ge¢cmesine ragmen bazi kanser
tiplerinin tedavisinin ¢ok kisith ya da miimkiin olmadigi, baz1 kanser tiirlerinin ise
biiyiik oranda tedavi edilebilecegi bildirilmektedir. Kanser olusum etiyolojisini edinsel
ya da genetik mutasyona bagli olarak bir takim farklilasmalar sekillendirir.” Bu
gelisimde, hiicreye disardan etki edebilecek bazi dis genotoksik faktorler (sigara,
irritasyon, viriis) ya da bazi i¢ faktorler (herediter mutasyonlar, kendini onarma
mekanizmas1 ve hormonlar gibi) kanser olusumunda etkin rol almaktadirlar. Kansere
neden olan bu maddelere kanserojen denilmektedir. Hiicrelerin siirekli mutasyonel
faktorlere ya da kanserojenlere maruz kalmalari, hiicrelerde anormal bir karakteristigin
ortaya ¢ikmasina ve hiicre biliylimesinde rol alan bazi genlerin ekspresyonlarinda
anormalliklere sebep olmaktadir. Bu anormal degisimler, dokularda amagsiz ¢ogalan ve

boliinmesi hiicresel sinyal mekanizmalarinin kontrolii diginda gergeklesen kanser



tiplerinin olusmasini saglamaktadir. Ayrica mutasyon gegirerek kontrolsiiz ¢ogalan

hiicreler mutasyona bagimli hiicreler haline de gelirler.?
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Sekil 2.1. Kiiresel yillik kanser yiikii tahmini.’

Timor hiicrelerinin tiplendirilmelerinde ¢evre dokulara yayilis 6zellikleri
isimlendirmede 6nemli bir kriter olup, yayilis 6zelligine gore iyi huylu (benign) ve kotii
huylu (malign) tiimoérler olarak adlandirilir. Benign tiimdrler ¢evre dokulara metaztaz
yapmaz ve cerrahi yolla uzaklastirilabilmektedirler. Oysa malign tiimorler, tiimdral
bolgeden viicudun ¢esitli organ ve dokularina metaztaz yapabilme, siirekli ¢ogalabilme,
anjiyogenesis Ozelligine sahip, apoptozdan korunan ve anti-biiyiime sinyallerine
duyarlilik gostermeyen kanser cesitidir.’® Timér hiicrelerinin tiplendirilmesinde,
bulunduklar1 hiicre, doku ya da organ gesitleri de dikkate alinmaktadir. Bu kanser tipleri
adlandirilirken koken aldig1 yer ve nerede biiyiimeye basladig1 gibi faktorler géz oniinde
bulundurulmaktadir. Lokositlerin kanseri (beyaz kan hiicreleri) 16semi, bagdokuda
ozellesmis lenfositlerin timorii lenfoma, derinin melanosit denilen pigment
hiicrelerinden kdken alan kanserler melanoma, mide, akciger gibi bosluklu organlarin
epitelinden koken alan tipleri karsinoma, bagdoku ve kas dokudaki kanserler de
sarcomas olarak adlandirilir.™* Terminolojik olarak spesifik tip kanserler; meme, kolon,

akciger ve prostat kanserleri gibi organ adlariyla da isimlendirilirler.



Viicut hiicreleri yagsam fonksiyonlar1 geregi hiicresel boliinme siklusu igerisine
girerler. Ayrica hiicreler lizerinde meydana gelen herhangi bir mekanik yorulma (kas
hiicrelerinde gerilme), doku hasar1 (iskemi) ve hiicre 6liimii gibi sebepler de hiicreleri
siklus icerisine iterler. Hiicrenin siklusa girmesiyle beraber dokuda sinyal hiicreleri
tarafindan ligandlar salinir. Bu ligandlar siklikla biiyiime faktorleri igerirler ve proto-
onkogenlerin ekspresyonunu uyarir. Bu proto-onkogenler proliferasyonun kontroliinden
sorumlu gen bolgeleridir ve istenmeyen kontrol disi boliinmelere engel olur. Bazi
durumlarda proto-onkogenlerde meydana gelen herhangi bir mutasyon, proliferasyon
kontroliiniin kaybolmasini ve kanser olusabilmesini saglamaktadir. Bu mutasyon
geciren proto-onkogenlere onkogen denilmektedir. Diger bir degisle onkogenler,
tiimoral hiicrelerin malignitesini artiran proteinleri kodlayan mutant genlerdir. Degismis
onkogen aktivitesi, DNA sirasindaki degisiklik, gen sayisindaki artis (gen
amplikasyonu) ve genlerin aktif bir promotor alan yakininda yeniden yerlesimiyle
indiiklenebilir. Onkogenlerdeki degisiklikler, hiicre bdliinmesinde asir1 bir uyarima
sebep olurken tiimor siipressor genlerdeki degisiklikler hiicre boliinmesini durdurma da
yetersizliklere sebep olur. DNA hasar1 sadece G, ’deki hiicreleri degil, G;’deki kontrol
noktasindaki hiicreleri de durdurmaktadir. G; tutulumu, DNA hasarin1 S fazinda
duplikasyondan dnce tamirine Olanak saglar. DNA hasari olusan hiicrelerde, DNA tamir
yetenegi azalir. Bazi kanser hiicreleri, onlar1 bdliinmede tutacak faktorleri devamli
olarak sentezlerler. Memeli hucrelerinde G; kontrol noktasinda siklusun durdurulmasi
p53 olarak bilinen bir proteinin hareketi ile olur. Kanser hiicrelerinde p53 proteinini
kodlayan gen bolgesi, insan kanserlerinde genellikle mutasyon gecirmistir. Kanser
tedavisinde radyasyon ve kemoterapi gibi ilaclarin etki mekanizmasi siklusun
durdurulmas: prensibine dayanmaktadir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha

sik boliindiiklerinden radyasyondan daha ¢ok etkilenir ve radyasyon hiicre boliinmesini



kesintiye ugratir. Kemoterapide kullanilan ilaglar mitotik mekigin olusumunu yani
mikrotubul sentezini baskilarlar.

Hiicre siklusunun kontrolii siklinler olarak bilinen proteinlerin bulunmasi ve
siklinlerin, sikline bagli kinazlarla (CDKs) etkilesimi ile saglanir.

e Erken G; evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya baglanir.

¢ Geg G; evresinde siklin E sentezlenir ve CDK2’ye baglanir.

e Bu iic kompleks, diger aracilarla birlikte hiicrenin S evresine girmesine ve S

evresinde ilerlemesini saglar.

e Siklin A, CDK2 ve CDK1’e baglanir ve bu kompleksler, hiicrenin S fazini

terk edip G; evresine girmesini saglar ve Siklin B’nin olusumunu indiikler.

e Siklin B, CDK1’e baglanir ve bu kompleks hiicrenin G, fazim terk edip M

evresine girmesine izin verir.

Siklinler, islevlerini gergeklestirdikten sonra, ubikuitin-proteazom yoluyla
yikimlanirlar.

Hiicreler, evreler arasindaki gegiste kontrol noktalart (checkpoints) olarak
bilinen kontrol mekanizmalarini1 kullanilir. Bu kontrol noktalari, G1, G2, ve M fazinda
aktivite gostermekte olup uygun hiicre biiyiimesi, dogru DNA sentezi, miikemmel
kromozom ayrilmast gibi gerekli olaylarin titizlikle tamamlanmasini saglarlar. Hiicre,
bunlar1 hiicre dongiisiinde inhibitor yollarin ve/veya aktive olmus yollarin baskilanmasi
ile saglar. Biiylime faktorleri, hiicre siklusu kontrol sistemine sinyal gondererek hiicre
dongiisii olaylarini diizenler. Bu diizenlenme, bir tip sinyal transdiiksiyonudur. Eger bu
kontrol noktalarinda bir biiyiime faktorii salinirsa, hiicre dongiisii devam edecek,
salinmazsa, hiicre dongiisii duracaktir. DNA hasar1 durumunda aktive olan p53 G;
evresinde hiicre siklusunu durdurarak DNA tamirini baslatir. Eger DNA hasar1 tamir

edilemezse apoptoz tetiklenir. Ornegin sinir ve kas hiicreleri, G; kontrol noktasinda hig



boliinmeyen hiicrelerdir. Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda ¢ok diisiik oranlarda biiyiime
faktorleri eklenmezse hiicreler genellikle M evresine gegemezler ve boliinme

gerceklesmez. (Sekil 2.2).

iyonize radyasyon
Karsinogenez Mutasyon

Normal hiicre / M“ﬂienlef\ gegimmis hiicre

Hipoksi DNA hasan DNA hasan
v
p63 aktive olur ve p53 bagimh genler
DNA baglanir aktive olmaz
. v Norrmal hiicre| DNA hasan
Transkripsiyon bagimiive | _siklusunun | onanimaz
bagimsiz etki hedefleri | ] Paskianmasi
i | Mutant hiicreler
v ‘ v v Yayilim gésteren
Yaslanan hiicre | P ‘ [ GADD45 = mutasyonal
| | (CDK baskilayict | (DNA tamiri) BAX hticreler
G1 baskilanmasi | PO geni
L
1
Hiicred basani DNA tamiri
DNA*tamln gerqelilesmez

Normal hiicreler

Malignant tlimér

Sekil 2.2. p53 gen bolgesinin genomik biitlinliiglin korunmasindaki rolii.*?

2.2. Meme Kanseri ve Olusumunda Etkili Faktorler

Kadinlarda goriilen en sik kanser tiiriinlin %24’liikk bir oranla meme kanseri
oldugu belirtilmektedir. Yas gruplari iginde 100.000 kadinda 45 yasina kadar olanlarda
20.8’inde hastalik goriiliirken, bu degerin 45-60 yas araliginda 186.7 kadinda oldugu,
60-75 yas araliginda ise 238.5 kadinda oldugu belirlenmistir.*®

Meme kanseri risk faktorleri arasinda genetik yatkinlik, BRCA1 ve BRCA2
genlerinin taginmasi, Onceden gecirilen diger kotii huylu meme hastaliklari, erken
menars, ge¢ menopoz, obesitesi olan postmenopozal kadinlar, alkol kullanimi, diisiik
doz radyasyon, diabetes mellitus, ilk dogumunu ge¢ yasta yapmis kadinlar, pestisitlere

maruz kalma, uzun siireli oral kontraseptif ila¢ alimi gibi durumlar yer almaktadir.*



Bunlarin yani sira strojen, oksidatif stres, apoptozun engellenmesi de meme kanseri
olusumunda Onemli rol oynayan faktorlerdir. Meme kanseri timér olusumu ve
etrafindaki dokulara sigrama Ozelliklerine gore ¢esitli evrelere ayrilmistir. Amerikan
Ulusal Kanser Merkezine gore meme kanseri evreler::*®

Evre (Stage) 0

Bu asama invaziv olmayan anormal hiicreler ile karakterize evredir. Evre 0
hiicre i¢i duktal karsinoma (ductal carcinoma in situ / DCIS) olarak tanimlanir. DCIS
tedavi edilmedigi durumlarda invaziv olabilir. DCIS tanis1t konmus hastalarda, kanser
hiicreleri olustuklar1 duktuslar igerisinde kalmis ve gdgiisiin yag dokusuna ya da lenf
diiglimii gibi viicudun diger organlarina yayilmistir. DCIS genellikle (yaklagik %80)
mamogram lizerinde kiiclik kalsiyum birikimleri (mikrokalsifikasyonlar) olarak
goriiniir. Daha az yaygin olmakla birlikte (yaklasik %15), DCIS kalsifikasyonlar ve
kitle olarak bulunurlar. Nadiren (yaklasik %35) de olsa DCIS olarak tanimlanan

kitlelerde mikrokalsifikasyonlara rastlanmaz.

(ductal carcinoma
insitu/ DCIS»’ Dukt;us duvan

2

Sekil 2.3. Meme duktusunda kanserin ilerleme evreleri griiniimii.*



Evreleri (Stage) |

Evre |, invaziv meme Kanserinin erken evresi olarak kabul edilir. Kanser
baslangici sayilip meme dokusuna yayilmamuistir. Tiimoral doku biiyiikliigii 2 cm den
biiyiik degildir.

Evre (Stage) 11

Bu evrede tiimor en fazla 5 cm ebatinda olup 4 farkli sekilde goriilebilir;

1- Tiimor 2 cm den biiyiik degildir. Kanser koltukalt1 lenf diiglimlerine metastaz
yapmigtir.

2- Timor 2-5 cm ebatlarindadir ve koltukalti lenf diiglimlerine metastaz
yapmamistir.

3- Timor 2-5 cm ebatlarindadir ve koltukalti lenf diiglimlerine metastaz
yapmistir.

4- Timoér 5 cm ebadindadir ve koltukalti lenf diiglimlerine metastaz
yapmamistir.

Evre (Stage) 111

Evre III ilerlemis kanser olup 3 alt tipe ayrilir. Bunlar;

Evre IITA: Timdr 5 cm’den biiyiiktiir ve kanser koltukalti lenf diiglimiine
metastaz yapmis ve etrafindaki dokulara tutunmustur. Ya da kanser gogiis lenf
diigtimiine (pektoral) sigramistir.

Evre 11IB: Bu evrede gogiis duvarinda ya da meme derisinde herhangi bir ebatta
timor ile karakterize evredir. Bu evrede koltukalti len diigiimiine kanser yayilmis
olabilir. Kanser koltukalt1 lenf diigiimiine metaztaz yapmis ve gevre dokulara tutunmus

olarak bulunurken, gogiis lenf diigimlerine de sigramis olur.



- Enflamatuar meme kanseri olup meme kanserinin az goriilen bir tipidir. Meme
dokusu kirmizi renkte ve siskin goriiniir. Bunun sebebi meme deri dokusu lenf
damarlar1 kapanmuistir.

Evre HIC: Bu evrede tiimor herhangi bir ebatta olabilir ve ¢esitli dokulara
metaztaz yapmistir. Bunlar;

- Kanser koltuklalt1 ve gogiis lenf diigiinlerine sigramistir.

- Kanser lenf diigimlerinin 6niine ve arkasina sigrayarak buralara yayilirlar.

Evre (Stage) IV

Bu evre uzak metaztazik kanser olup viicudun cesitli bolgelerine (karaciger,
kemik gibi) metaztaz yapmustir.

Tekrarlayan (Rekiirrent) Kanser

Kanser tedavisi uygulanan ve kanserli dokusu uzaklastirildiktan sonra kanserin
yeniden niiks etmesi durumudur.

2.2.1. Ostrojen

Meme kanseri olgularinda hormonlarin 6nemli bir role sahip oldugu

16,17

bilinmektedir.™" Meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda 6strojenlerin yiiksek diizeyde bir

etkinlige sahip olmas,*®

meme kanseri olgularin kadinlarda erkeklerden daha fazla
(100 kat) goriilmesine sebep olmaktadir.'® Ostrojen, steroid yapida olan bir cinsiyet
hormonu olup E;, E; ve Ostriol (E3) en énemli dogal dstrojenler arasinda yer alir.
Ostrojen hormonunun biyosentezi viicutta ovaryumlarda olgun folikiillerin granuloza
hiicreleri tarafindan gergeklesmektedir. Gebelik doneminde ise plasentadan Gstrojen
sentezi olmaktadir. Viicut periferinde intrakrin Ostrojen sentezi premenopozal
kadinlarda toplam Ostrojen olusumunun %75°ni, postmenopozal donemdeki kadinlarda

%100’e yakimim olusturmaktadir.*® Menopoz éncesi ostrojen ve progesterojen olusumu

ovaryumda gergeklesmektedir. Bu hormonlar hipotalamik gonadotropin-tetikleyici
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hormon (GnRH) ve hipofiz 6n lobu formonlarindan olan folikiil uyarict hormon (FSH)
ve luteal hormon (LH) tarafindan kontrol edilmektedir. Postmenopozal donemde
ovaryum kaynakli dstrojen tiretimi durmustur ve serbest Ostrojen konsantrasyonu etki
seviyesinin altindadir. Buna ragmen Ostrojen-bagimli meme kanserlerinin biiyiik
bolimii bu donemde goriilmektedir. Bunun sebebi olarak; gerekli hormonal aktif
Ostrojenin timor dokusunda steroid siilfatlardan olusturuldugudur. Soézkonusu ilk
hormon dehidroepiandrosteron (DHEA) olup insanda ve diger primatlarda kismen
bobrek istii bezinde siilfotransferaz ve karacigerde, yagda ve kas dokuda
stilfokonjugasyon ile DHEA’'dan  dehidroepiandrosteron  siilfata (DHEAS)
doniistiriilir.”® Analog olarak Ei’de E;S’e metabolize edilir. Viicutta pre- veya
postmenopozal donemlerde bagimsiz olarak sirkiile olan dstrojenin 6nemli bir kismini
E1S olusturmaktadir.?* Steroid siilfataz aracilifiyla konjugatin ayrilmasi sonrasi dstrojen
tekrar biyolojik olarak hazir hale getirilir. Steroid siilfattan aktif Gstrojen sentezleme
mekanizmas1 “intrakrin &strojen sentezi” olarak adlandirilmaktadir. Ostrojenlerin bu
sentezi sitokrom peroksidazlarin bir iiyesi olan aromataz enzimi ve steroid siilfataz
(STS)’1n katalizorliiglinde gerceklesmektedir. Bu enzimler ise 6zellikle deri, kas, yag,
kemik ve meme bezi gibi perifer dokuda bulunmaktadirlar.?* E;S perifer kanda (10-12
saat) E,’ye nispeten (20 dakika) daha uzun bir yarilanma émriine sahiptir.?? Ayrica, E;S
plazma konsantrasyonu konjuge olmamis E; veya E;’ye gore 10 kat daha yﬁksektir.23
Ostrojen pozitif meme kanserlerinde, Ostrojenler ve Ostrojen-reseptor

242> sstrojen-reseptdr antagonistlerinin terapilerde oldukca

(ER)’lerinin 6nemli oldugu,
basarili sonuglar gosterdigi bildirilmektedir.”® Ornegin &strojen-reseptor antagonisti

olan Tamoxifen ER’lerini bloke ederek Ostrojen-bagimli hiicre biiyiimesini

baskilayabilmektedir.” ER pozitif meme kanseri olgularinda &strojen, ER’lerini aktive
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ederek hiicre siklusundaki G1-fazini kisaltarak hiicrenin daha fazla ve hizli boliinmesine,
artan hiicre boliinme sayisinin artig1 da kanser riskinin yiikselmesine neden olur.’®

Meme kanserleri ortalama olarak %75 oranda primer Ostrojen-bagimli bir siireg
gosterirken, bu 06zellik hastaligin ileri doéneminde Ostrojen-bagimsiz hale de
gelebilmektedir. Ostrojen-bagimliligi ile menopozal dénem arasindaki iliskiye
bakildiginda, kadinlarda yas gruplari i¢inde en yiiksek insidansin Ostrojen seviyelerinin
en diisiik oldugu yani postmenopozal donemde oldugu dikkat ¢ekmektedir. Yapilan
birgok ¢alismada da yine postmenopozal donemdeki meme kanserli vakalarda dejenere
olmus dokuda E; seviyesi 1.4 pmol/g ile anlamli olarak 0.06 pmol/ml’lik plazma
Ostrojen seviyesinin listiinde oldugunu gostermislerdir (Tablo 2.1 ve 2.2).

Tablo 2.1. Pre- ve post-menopozal kadinlarda plazma Ostron (E;), Ostradiol (E;) ve
Ostron-siilfat (E;S) konsantrasyonlar1 (pmol/ml).*®

E1 (pmol/ml) E, (pmol/ml) E1S (pmol/ml)
Saghkh Meme Saghklh Meme Saghkh Meme
kanseri kanseri kanseri
remenopozal
Folikiiler
. 0.16+0.04 0.19+0.08  0.25+0.07 0.21+0.13 1.86+0.50 3.64+1.17
az

Liiteal Faz 0.21+0.04  0.21+.0.04 0.35+0.08 0.23+0.06 0.17+0.21  3.97+1.88

Postmenopozal

0.12+0.04 0.17+£0.05  0.04+0.02 0.06+0.03 0.52+0.13  0.37+0.19

Tablo 2.2. Malign meme dokusunda E;, E, ve E;S konsantrasyonu (pmol/g).??°

E1 (pmol/ml) E2 (pmol/ml) E1S (pmol/ml)
Premenopozal 1.40+0.08 1.20+0.60 1.27+0.36
Postmenopozal 1.00£0.15 1.40+0.70 3.35+1.85
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Yine yapilan c¢alismalarda, intratimoral Ostradiol seviyesinin pre- ve
postmenopozal meme kanseri hastalarinda anlamli bir farkliik gostermedigi ve
intratiimoral Ostradiol/Gstron oraninin ise postmenopozal meme kanserli dokulara gore
premenopozal donemde yiiksek oldugu rapor edilmistir.* Menopoz Oncesi meme
kanserlerinde, dejenere doku ve plazma E; konsantrasyonu orani 5:1 iken,
postmenopozal dénem meme kanserlerinde bu oran 23:1 olmaktadir.’®*! Morfolojik
olarak saglikli gériinen meme dokusu ile meme kanseri dokusu E; konsantrasyonlarinin
karsilastirmalarinda ise bu oranin meme kanseri dokusunda 2.3 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.® Meme kanserinin yas insidansi ile Gstrojen-bagimliligi arasindaki bu
celigkili iliski, saglikli ve dejenere meme kanseri dokusunun, E;S ve DHEAS gibi
steroid siilfattan Ostrojen olusturmak icin gerekli enzim donanimini barindirdigi ile
aciklanabilmektedir.

2.2.2. Oksidatif Stres

Aerobik organizmalar, siirekli olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
adlandirilan molekiiler oksijenden tiiretilen reaktif molekiilleri iiretirler. Iyon ya da
molekiillerden olustugu bilinen ROT ’lar ¢iftlesmemis elektron yiiklerine sahiptirler ve
bircok madde ile reaksiyona girebilmektedirler. ROT’lar tiiriine gore degisen reaktif
ozelliklere sahip olup, serbest oksijen radikalleri ve radikal olamayan ROT olarak 2
gruba ayrilmaktadir. Serbest oksijen radikalleri superoksit (O,"), hidroksil radikal
(*OH), nitrik oksit (NO¢), organik radikal (Re), peroksil radikal (ROO¢), alkoksil radikal
(ROe), tiyol radikal (RSe), siilfonil radikal (ROSe), Tiyol peroksil radikali (RSOO¢) ve
disiilfidler (RSSR)’dir. Radikal olmayanlar ise hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen
(*0?), ozone/trioksijen (Os), organik hidroperoksit (ROOH), hipokloridnitrit (ONO"),

nitrosoperoksikarbonat anyon (ONOOCO;), nitrokarbonat anyon (O,NOCO,),
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dinitrojen dioksit (N.O,), nitronium (NO,)’dir. Bunlardan o6zellikle O,, H,O, ve
*OH’nin kanser hiicrelerinde arttig1 bir¢ok ¢alismada gt')sterilmistir.32

Kanser hiicrelerinde artan metabolik aktiviteye, mitokondriyal disfonksiyon,
peroksizom aktivesi, artan hiicresel sinyalizasyon, onkogenik aktivite, oksidaz,
siklooksigenazlar, lipoksigenenazlar ve timidine fosporilaz aktivesindeki artis ya da
immun sistem hiicresindeki artisa bagli olarak viicutta yiiksek miktarda ROT firetimi
gerceklesmektedir.>** Mitokondriyonlar hiicrenin ATP ihtiyacinin karsilanmasindan
sorumlu bir organelidir. Diger taraftan mitokondriyonlarda hiicresel fonksiyonlarin
kag¢inilmaz bir sonucu olarak ROT’da iiretilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki serbest
oksijen radikallerin veya reaktif olan oksijen metabolitlerinin en yaygin kaynagi
oksijendir. Bu serbest radikallerin iiretildigi bir takim kaynaklar vardir. Bunlarin en
Oonemlisi hiicrede oksijenin suya kadar indirgendigi mitokondrilerdir. Fakat bu sirada
molekiiler oksijen, siiperoksit (0,."), H,O,, hidroksil radikali (OH) ve nitrik oksit (NO)
gibi asir1 derecede reaktif olan oksijen metabolitlerinin {iretimine de neden olmaktadir.
Ayrica mitokonriyonlarin yani sira peroksizomlar da hiicrede ROT {iretim kaynagidir.
Bu solunum organellerinin igerisinde siiperoksit ve H,O, peroksizomal matriks ve
peroksizomal membranda ksantin oksidaz araciligiyla tiretilmektedir.

Stiperoksit (O,") radikalleri elektron tasima zincirinin bir tiriinii olarak ya da
mitokondriyal permeabilite ge¢is porlart araciligiyla sitozolden mitokondriyal
membranin i¢ yiizeyine salinir. Siiperoksidaz NADPH oksidasyonunun aktivasyonu ile
de iiretilmektedir. Ornegin biiyiime faktorleri reseptorleri ya da sitokin reseptor
aktivasyonlarina cevaplarda ROT f{iretilmektedir. Mitokondriyal matriksteki MnSOD
enzimi ya da sitozoldeki Cu/ZnSOD enzimi siiperoksiti HyO,’ye indirger. Hiicrede
birka¢ antioksidan enzim sistemi [katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve

preksidoksinler (Prx)] H,O;’yi suya indirgeyerek detoksifikasyonu saglar. Hem H,O;
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hem de siiperoksit hiicresel sinyalde gorev alirlar fakat hidroksil radikali (¢<OH) olusur.
Bu *OH fenton reaksiyonunda O, ve H,0;’den olusturulur. Bu hidroksil radikalleri de

hiicrede DNA, protein ve lipitlere zarar verir (Sekil 4).32

Mitokondriyal matriks Ekstraselliiler bogluk

MnSOD i
at Cytokine-R GF-R
0," ==——>H,0, (ie. TNFR1) (ie. PDGFR)

0," mg:;‘;:”" sitosol

| |
v
CulZnSOD Cu/ZnSOD
0, —> H,0, 0, =———pH,0,
Fenton reaks:yonu \ / Detoksifikasyon
Hiicresel ‘
sinyalizasyon Catalase
2 Hy0, weep O, + H,0
GPX
— H,0, + GSH sy GSSG + H,0
Oksidatif hasar e
-DNA H,0; + TrXS, sy Trx(SH), + H,C
- Proteinler
- Lipidler

Sekil 2.4. ROT {iretimi ve detoksifikasyonu mekanizmas.*

Kanser hiicrelerinde ROT artigina sebep olan diger faktorler ise ¢esitli bliylime
faktorleri ve artan sitokin aktivasyonudur. Bir¢ok kanser tiirii, kronik irridasyon,
enfeksiyon ya da enflamasyona bagli olarak ortaya ¢ikmasinin yani sira yapilan
calismalarda kanser hiicrelerinde interferon-y (IFN-y) ve tiimor nekrozis faktor (TNF)-a
H,0, ve NO seviyelerinin artistyla da iliskilendirilmektedir.*®**" Makrofajlarin TNF-a
gibi sitokinlerin aktivasyonu iizerinden tiimor hiicrelerinde ROT iiretimini uyardigi,
yapilan c¢alismalarda g(‘jsterilmistir.38 Diger yandan, viicut savunma hiicrelerinden
notrofil ve makrofajlarin kanser hiicrelerinin Sliimiinii uyarmak igin ROT {irettigi de

bildirilmektedir.***" Enflamatuar siirecte aktive olan makrofaj hiicreleri nitrik oksit
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tireterek H,O, ile reaksiyona girmesine ve tiimor hiicresinin apoptosizine aracilik
edebilirler.*

MAPK (mitogen-activated protein kinase)/Erk1/2 (extracellular-regulated kinase
1/2) metabolik yolaklarinin kanserli hiicrelerdeki aktivasyonu biiylime faktorleri, K-Ras
ve fonksiyonel proliferasyon artisi ile iliskilidir.**** Ornegin; insan meme kanseri
hiicrelerinde Erk1/2 aktivasyonu, Ostrojen metabolizmasmin hiicre proliferasyonunu

4546 vijcutta kanser

uyarmasi ile ortaya c¢ikan H,0, tarafindan uyarilmaktadir.
hiicrelerinde ROT aracili Erk1/2 aktivasyonunu uyaran birka¢ metabolik yolak (Ras,
p90 RSK) bilinmektedir.*"*° Yapilan ¢alismalarda, ROT un aktive ettigi Erk1/2%°%°!
kanser hiicrelerinin yasamuni siirdiirmelerini  kontrol edebilmektedir.***?® Diger
taraftan MCF-7 ve MDA-MB-435 gibi meme kanser hiicrelerine uygulanan ekzojen
ROT siipiiriicii ya da baskilayict maddeler Erk1/2 ya da MAPK aracili apoptoz ve hiicre

adezyonunu arttirmaktadir.”**

Bu yolla apoptotik akivite artisinin uyarilmasi kanser
tedavilerinde ekzojen antioksidan maddelerin tek basina ve kombine kullanimlarini
giindeme getirmistir. Giiniimiizde antioksidan ve antikanserojen 6zellikleri arastirilan
lizim ¢ekirdegi, ginseng, ¢orekotu, yesil ¢cay, Vitamin E, melatonin ve resveratol gibi
bir¢ok madde bulunmaktadir.

Onkojenik aktivasyonu da igeren tiimorojenik olaylarda (K-Ras mutasyonu gibi)
hiicrelerde metabolik degisiklik, makrofaj infiltirasyonu ya da hipoksi/reoksijenizasyon
gibi siireglerde intraselliiler ROT artis1 meydana gelmektedir. Tiimoral hiicrelerde artan
ROT seviyesine bagh olarak hiicre siklusunun ilerlemesi, proliferasyon artis1 ve hiicre
yasami sinyalizasyonu, artan motilite hizi, genetik degiskenlikler ve artan anjiyogenez

gibi durumlar resveratrol gibi terapotik antioksidanlar ile tedavi edilebilmektedir. Sonug

olarak kanser tedavisinde kullanilan asir1 miktarda ROT {iretimiyle siklusun
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durdurulmasi ya da hiicre 6liimiiniin uyarilmasi saglanmaktadir. Ancak bu durum timér

hiicrelerindeki endojen antioksidan artisi ile baskilanabilmektedir (Sekil 2.5).%%
( Nomal ROT liimoral ROT seviyesi artigi Timor

Homeostasis - baskilanmasi
r Ne” e 4 N

e -Normmal Hiicre - -Hiicre siklusu -Genomik - Anjiyogensis - « Hiicre siklusu

é Davranisi ilerlemesi degisiklikler arresti_
Cz - 'F;rol'rferasyon - Artan motilite - Hiicre 6liimii
artisi

- Hiicre yasam
sinyalizasyon

Reaktik Oksijen Tiirleri

( == 0 T emm— ]

(K+as mutasyonu yada metabolik
degisiklikler)

Regiilasyon

< ——, B BII0C——

Endojen Teropatik antioksidanlar Kemoteropatiker
\ antioksidan (Resveratrol gibi)

Sekil 2.5. Hiicresel ROT etkileri, tiretimi ve diizenlenmesi.

2.2.3. Apoptoz

Dokular1 olusturan hiicrelerin fizyolojik yasam siireleri sonucunda Slmelerine
apoptoz ya da programlanmis hiicre 6limii adi verilir. Bir diger hiicre 6liim tiirii ise
nekroz olarak adlandirtlir. Bu hiicre 6lim tipleri birbirinden farkli mekanizmalar ve
morfolojik degisikliklerle karakterizedir. Nekroz 6liimii sonrasi hiicrede enflamasyon
uyarilirken, apoptozda hiicre 6liimii fizyolojik bir siire¢ olarak uyarilir ve enflamatuar
yanit olusmadan gerceklesir. Apoptotik siiregte proapoptotik genler olarak da bilinen
genler (Bax, Bcl-xS, Bad, Bak, ve Bik) apoptozu uyarirken anti-apoptotik genler (Bcl-
2, Bcl-xL, Bag-1, ve Mcl-1) apoptozun baskilanmasini saglarlar.58

Hiicre siklusunun baskilanmasinda ve apopotoz gibi o6nemli olaylarin
tetiklenmesinde 17. kromozomda bulunan p53 geni gorev alir. Bu gen tiimdr siipresor

ozellikte olup kanserdz ya da tlimoral olgularda ¢ogunlukla bir takim mutasyonlar
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ge:<;irmektedir.59 Bu mutasyonla olusan mutant p53; hem bir fonksiyon kayb1 hem de
yeni bir onkojenik 6zellik kazanmis protein olarak karsimiza cikabilmektedir.® p53

geni DNA-hasarl,61 hipOkSi,62 181N tedavisi®® ve 1s1 soku,64’65

gibi pek ¢cok genotoksik
stres faktorii aracihigiyla aktive edilebilen bir gendir. Bu aktivasyon, hiicrelerde
transkripsiyon faktorlerinin artmasina neden olmaktadir. Ayrica p53 aracili DNA
onarimi, bunun sonucu genom-stabilitesi,®® hem anjiyogenezin® hem de tiimérde
biiyiimenin inhibisyonu® gibi hiicresel degisimde®® énemli bir rol oynar. Bdylece DNA-
hasar1 tlizerine tepki gosterir ve hasarli hiicrenin apoptoz yolu ile yikimlanmasi

saglanlr.70

Onkojenik stres Proliferatif Cevap

I I
.@ \‘\' == _| ——| —#- Hiicre Siklus Kontrolu

@ Sy \\ Hiicre Siklus Kontrolii
Y N

----- 2| G| — oD — )~
v Apoptosis

Sekil 2.6. Hiicre siklusunu diizenleyen proteinlerde olusan diizensizliklere bagl olarak
hiicre proliferasyonu.’

Hiicresel proliferasyonda rol oynayan pl6INK4a (INK4a) ve pl9ARF olarak
adladirilan 2 metabolik yolak verdir. Bu yolaklarin herhangi birinin inaktivasyonu ile
[siklin D1 (D1)’in fazla expresyonu, CDK4’de mutasyon ya da pRB (Rb)’de
mutasyonu] hiicre siklusunda kontrol edilemeyen bir hiicre siklusu meydana gelir. Bu
metabolik yolaklarin her ikisinin inaktivasyonunda ise timdrogenez uyarilmis olur.

2.3. Antikanserojenik Etkili Maddeler

Enzimatik olan ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi viicut
igerisinde ROT’larin zararh etkilerini en aza indiren sistemdir. Enzimatik olmayan

yolakta etkili olan vitamin E ve C, flavonoidler, karoten ve bazi kii¢iik molekiillii
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bitkisel antioksidanlar gérev alirken enzimatik antioksidan savunma sisteminde katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), ve onarict enzimler gorev almaktadir.”> Antioksidan
maddeler viicutta bulunan oksijen radikallerini ortamdan stipiirerek oksidan miktarini
azaltirken, antioksidan enzimlerin aktivasyonunu da katalize ederek serbest radikal ve
oksidan maddelerin ortamdan siipiiriilmesi indirekt olarak saglanmis olur. Yapilan
calismalarda, bazi ilag ve diyetlerin enzimatik antioksidan sistemini uyardigi
belirtilmistir.”® Enzimatik olmayan antioksidanlar daha ¢ok viicudu endojen ve ekzojen
oksidan maddelerin &ldiiriicii etkilerinden korurmaktadir. Ornegin viicut igin gerekli
olan ve mikroantioksidanlar olarak bilinen folik asit, vitamin B, ve Bg, niasin, vitamin
C ve E, demir ve c¢inko gibi maddelerin eksikliginde radyasyon ya da kimyasal
maddelerin DNA iizerinde olusturdugu hasarlarin tamiri pek miimkiin olamamakta ve
bu da tiimérogenezde dnemli bir rol oynamaktadir.’* Kanserogenez siirecinde birgok
antioksidan maddenin tedavi ve koruyucu amagh kullanimi gindeme gelmistir.>’
Bunlardan en 6nemlilerinden birisi olan resveratrol gii¢lii bir antioksidan madde olup,
bir¢ok ¢alismada antikanserojenik etkileri alrastmlmaktadur.75'78

2.3.1. Resveratrol

Geleneksel Cin ve Japon tibbinda kojo-kon olarak isimlendirilen resveratrol
(trans-3,5,4'-trihydroxystilbene), {iziim kabugunda bulunan bir bilesik olup bitkilerde
patojenik ataklara baglh ¢evresel stresin olustugu donemde tiretilen fitoaleksin olarak da
75,79

bilinir. Fungal hastaliklar, yangisal deri hastaliklari, kalp-damar ve karaciger

hastaliklarinda siklikla kullanilan resveratroliin 6zellikle antioksidan, antikanserojen ve
fitodstrojenik dzelliklerinden faydalaniimaktadir.>®%083
Resveratrol, vitis vinifera, labrusca ve muscadine tiirii iiziimlerde ¢ok miktarda

(50-100 mikrogram/gram) bulunmasinin yani sira okaliptus, alagam, zambak, dut ve

fistik gibi yiyeceklerde de bulundugu bildirilmistir.”>*° Resveratrol, fitoaleksin ve
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antibiyotik bilesiklerinin bir sinifi olup hastaliklara kars1 bitki savunma sisteminin bir
parcasi olarak iiretilir.”

Resveratroliin trombosit agregasyonunu ve ¢6kmesini engelledigi, eicosanoid
sentezini  degistirdigi ve lipoprotein mekanizmasimnin olusmasinda rol aldigi
bildirilmistir.®®*® Resveratroliin antikanserojenik etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte son zamanlarda yapilan c¢alismalara gore, resveratroliin
antikansorejen etkisinin apoptozun tetiklenmesi,®®° karsinogenezin ilerlemesi ya da
yiikselmesi ve baslangic evrelerini engellemesi ile olabilecegi bildirilmketredir.®®

Son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢aligmaya gore resveratrol etkili bir antioksidan
olup diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve lipid peroksidasyonunu (LPO) baskilar,
oksitlenmis LDL’nin sitotoksisitesini onler. Resveratrol yiiksek miktarlarda hidrofilik
ve lipofilik 6zellikleriyle diger iyi bilinen vitamin C ve E gibi antioksidanlardan daha
etkili bir maddedir.®® Resveratroliin antioksidan ve anti-platalet ozellikleri iizerine
bircok in Vitro ve in vivo calisma bulunmaktadir.’®8890

2.3.1.2. Resveratroliin Antikanserojenik ve Apoptotik Etkisi

Karsinogenez, genlerde degisikliklerin meydana geldigi ve normal hiicresel
biiylime siireglerinin yasandigi kompleks bir siiregtir.” Karsinogenez siirecinde, timor
slipresor gen olarak da bilinen p53 gen bolgesinde mutasyonlarla sikga
karsilasiimaktadir. p53 geni DNA hasari durumunda eksprese olarak ya DNA hasarinin
onarimini saglar ya da hiicrede apoptozun uyarilmasina aracilik etmektedir. Bu gen
bolgesinde mutasyonlarin sekillenmesine bagli olarak fazla miktarda mutant p53
eksprese edilir. Oysa mutant p53 hiicrede ne siklusun kontrol edilebilmesinde ne de
apoptozun tetiklenmesine aracihik edebilmektedir.**** Kimyasal karsinojenlerin etkileri
ile kanserli hiicre ya da kanserli hiicre olmaya hazirlanan hiicrelerin olusumu tetiklenir.

Bu hiicrelerde klonal artiglarla birlikte normal biiylimeyi kontrol eden genlerde
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mutasyon gibi  degisiklikler de goriilebilmektedir.*  Mitotik  bolinmelerin
tetiklenmesiyle yani ¢ok fazla boéliinen hiicrelerde genetik hasar olusma riski
artmaktadir. Bu gibi durumlarda, organizmada neoplastik gelisime kars1 Onleyici bir
mekanizma olarak apoptoz devreye girmektedir. Hiicre 6liimiiniin bu formu genellikle
kullanilan kemoterapotik ilaclar ile desteklenmektedir.*>®® Apoptozun baskilanmasi
genotoksik olmayan karsinogenezde onemli bir rol oynar. Ciinkii apoptotik siirecin
bozuldugu ya da genetik hasar ile devre dis1 kaldig1 hiicrelerin biiylimeye devam etmesi
ve yasamini siirdiirmesi ile malignant siire¢ baslamis olur. Bir ¢alismada, C3H-10T1/2
hiicre kiiltiirlerinin tiimorii ilerleten phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA), akut serum tiirevleri ya da diisiik enerjili B-radyasyon ve iyonize radyasyona
maruziyetle apoptozun baskilandigi belirlenmistir.”” Kronik lenfositik 16semili
hiicrelerin tiimor ilerleten faktor olan TPA ile tedavisinde ilaveten kolsisin, etoposide ve
etilprednisol gibi gesitli sitiimiilanlar da ilave edilmistir. Bu maddelerin uygulanmasi
neticesinde kronik lenfositik 16semili hiicrelerde apoptozun indiiklenmesinin yani sira
bu hiicrelerin kendiliginden apoptoza ugramalar1 6nemli oranda baskilanmustir.*®
Hiicrede normal p53 fonksiyonu, apoptozun gorevini tamamlamasi agisindan ve
insanlarda tiimér gelisiminin énlenmesinde oldukga biiyiik 5neme sahiptir.®*%° Farelerde
yapilan bir ¢aligmada, kronik isinlamalarin, timosit ve intestinal kript hiicrelerinin
apoptozunda p53 fonksiyonunu baskiladigi tespit edilmistir.?*'° Baylece, p53
eksikliginde normal apoptotik siliregten kaginilarak genetik zarar gormiis hiicre
miktarinda artis meydana gelmistir. Yine farelerde yapilan ¢alismalarda, timor
destekleyicilerin potansiyel mutasyona ugrayan hiicreleri apoptozdan koruyarak
neoplastik klonlarla ya da preneoplastik siiregle bunlarin ¢ogalmalarina izin verdigi ve

karsinogenezi tetikledigi belirlenmistir. ‘" %
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JB6 epidermal hiicreleri, insan promyolosit 16semi HL-60 hiicreleri, ¢esitli kolon
kanser hiicre hatlari, insan meme kanser hiicre hatlar1 ve insan prostat kanser hiicrelerini
kapsayan bir¢ok ¢alismada da resveratrol ile apoptoz olusturuldugu bildirilmigtir. 38”8
JB6 hiicrelerinde resveratroliin bir takim metabolik yolaklarin [2,3-40 uM bir doz
araliginda TPA ya da epidermal biiytime faktorii (EGF) gibi] aktivasyonunu saglayarak
tiimoral hiicre doniistimiini uyarmadigi belirlenmistir.”’ Yapilan bazi ¢aligmalarda, ayni
dozda uygulanan resveratroliin tiimoral hiicrelerde seramid-sfingomiyelinaz bagimsiz
yolu kullanarak apoptozu uyardig:i bildirilmektedir. Seramid-sfingomiyelinaz, yolu
timor nekroz faktor (TNF)-a, interferon ya da y-iyonize-radyasyonla indiiklenen
hiicrelerde, apoptozun uyarimi bu yaygin yola ihtiyag duymaktadirlar. Bir diger taraftan
kimyasal terapotiklerin bir¢ogunun etki mekanizmalarinda apoptoz vardir. Bu ajanlar
retinoik asit, perilil alkol, aspirin, sulindak, sulindak sefon, glukokortikoid, querattin, d-
limonen, feniletil-3-metilcaffeat, fotosentetik elektron tasima zinciri (PETC),
epigallokatekin gallat (EGCG) ve c¢ayda bulunan diger kimyasallar, curcumin, N-(4-
hidroksifenil) retinamid (HDR) ve diger retinoidler.'%

2.3.1.3. Resveratrol ile Indiiklenen Apoptozda p53’iin Rolii

p53 geni tiimor baskilayan genlerin en Onemlilerinden birisi olup, bu gen
bolgesinde goriilen mutasyonlar insan kanserlerinin yarisindan fazlasinda karsilasilan
bir durumdur. Resveratroliin p53-bagimli kopyalama (transkripsiyonal) aktivasyonunu
tetikledigi  belirtilmistir.””  Fibroblast hiicrelerinde apoptozun resveratrol ile

104

indiiklenmesi p53 aracili gerceklesmektedir. Fakat bazi kanser hiicrelerinde

resveratroliin p53°den bagimsiz bir sekilde apopotozu indiikledigi tespit edilmistir. % 1%

Bu degisiklikler gostermistir ki, apoptotik aktivitenin resveratrol ile uyarilmasi hiicre

tipine bagimlidir.
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Timor olusumu arastirmalarinda sik kullanilan hiicre hatlarindan birisi fare JB6
epidermal hiicre hattidir.’® *°” Bu hiicre hatlarinda reservatrol aracili p53 ekpresyonu
artarak, hiicrelerin degisimine sebep olan tiimér 6n maddelerin salgilanmasinin

baskilandigi ve hiicrede apoptozun uyarildigi bildirilmistir.”’

Diger taraftan,
resveratroliin c-Jun NH2-terminal kinase (IJNKSs) aktivasyonunu da tetikledigi
belirlenmistir. Jnk1 ya da Jnk2 genlerinin hiicrede bozulmas: veya Jnk1l dominant
mutasyonu apoptozun baslamasimni Onlerken bu tiir durumlarda p53 bagimh
transkripsiyon  aktivasyonunun resveratrol ile indiiklenmesi 6nemli oranda
baskilanmistir. Ayrica resveratroliin aktive ettigi Jnk’larin in vitro ortamda p53’i
fosforladig1 da tespit edilmistir. Aktivite olan Jnk1 ya da Jnk2 (Jnkl—/— or Jnk2—/-)
genleri ise hiicrelerinin yikimma neden olan dominant negatif mutasyonu baskilar.
Ayrica resveratrol uygulamasi ile Erk’ler, p38 kinaz ve Jnk metabolik yolaklari
apoptotik siirecte p53°lin resveratrol ile indiiklenen aktivasyonunun aracilart gibi
davranirlar, bunun da p53’tn fosforlanmasiyla kismen meydana geldigini
belirlenmistir.88

Kanserin 6nlenmesi i¢in daha etkili ajanlarin gelisimi agisindan ve resveratroliin
kemoprofilaktik 6zelliklerini daha iyi anlayabilmek i¢in temel mekanizmay1 iyi bilmek
gerekir, resveratroliin 3,5,3”,4’-tetrahydroxy-trans-stilbene (RSVL-1) ve 3,5,3°.4°,5’-
phentahydroxy-trans-stiloene (RSVL-2) olarak bilinen 2 tiirevi sentezlenmektedir. Fare
JB6 epidermal hiicre hatt1 kullanilarak anti-timor aktivitesi ve yapisinin arastirildigy
birgok ¢alismada, resveratroliin anti-timor aktivitesi yapisal analogu olan RSVL-2 ile
karsilastirildiginda, ayn1 konsantrasyon dizisi igeriSinde EGF metabolik yolagi ile hiicre
donilistimiinii  lizerinde daha fazla potansiyel baskilayict etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir. Ozellikle diisiik konsantrasyondaki (10 pM) RSVL-2, hiicre

dontisiimiiniin baskilanmasinda ve tamamen durdurulmasinda resveratrolden daha fazla
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etkili oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda diger yapisal analogu olan 10 puM
konsantrasyondaki RSVL-1’in etkisi Onemli oranda azalir ve resveratrol ile
karsilastirildiginda 20-40 uM konsantrasyondaki etkisi daha diisiik diizeyde hiicre
doniisimiinii baskilar. Elde edilen sonuglara bakildiginda, resveratrol tirevlerinin,
resveratrolin EGF metabolik yolagi ile hiicre doéniisiimiinde daha fazla potansiyel
baskilayicit etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Fakat normal hiicreler iizerinde
sitotoksik etkisi yoktur. Bu bilesikler, resveratrol ile karsilastirildiginda anti-timoér
etkisini  fosfatidilinositol-3 ~ (PI-3)  kinaz  lizerinden  gergeklestirebilecegi
diistiniilmektedir.

Yapilan bir¢cok c¢alismalarda resveratroliin kardiovaskiiler hastaliklardan ve
kanserden korunmada yardimci oldugu gosterilmistir. Fakat popiilasyon diizeyinde
kullaniminin tavsiye edilebilmesi igin bir¢ok c¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Resveratroliin gecisi ve emilimi, metabolik {iriinlerinin taninmasi ya da karaciger
iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.®* Ratlar iizerinde yapilan bir
caligmada resveratroliin bagirsaktan emildigi, karaciger ve kalp dokusuna affinite

gosterdigi rapor edilmistir, %1%

Resveratroliin meme karsinomlarinin terapilerindeki
gibi faydalari kanitlanmis olsa bile kullanim1 6nemli derecede kisitlidir. Diger taraftan
toksik olmayan dogal maddelerin kullanimi ile karsinogenezin kemoproflaksisi insan
kanserinin kontrolii i¢in alternatif bir tedavi olarak degerlendirilebilir. Son yillarda,
dogal tirtinlerin deneysel karsinogenezin énlenmesinde koruyucu etkiye sahip oldugunu
gosterir ilgili ¢aligsmalar belirtilmektedir. Resveratrol kanserin onlenmesinde ¢esitli
sistemleri etkileyerek siklooksijenaz (COX) -1 ve 2’i baskiladigi ve kemoprofilaktik
etki gosterdigi bildirilmistir.109 Yapilan bazi ¢alismalarda hiicre gegisindeki S-G; ya da

110

G, fazinda hiicre siklusunun durmasina neden oldugu ™ ya da gesitli kanser hiicresi

hatlarinda apoptozu tetikledigi bildirilmistir.**®® Fakat antikanserojenik mekanizma tam
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olarak ortaya konmamustir. Son zamanlarda resveratroliin anti-kanserojenik etkisini
apoptozun baglamasi ve ERKs ve p38 kinaz aracili p53 aktivasyonu araciligiyla
muhtemel bir molekiiler mekanizma iizerinden olusturdugu dﬁsiiniilmektedir.4’77
Resveratroliin mekanizmasi1 ve aktivitesinin daha iyi anlasilabilmesi ve herseyden

onemlisi anti-kanserojen bir ajan olarak kullanilabilmesi i¢in yeni c¢alismalara

gereksinim duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

» 75 ml hazir amniyon hiicre kiiltiirii mediyumu (Bio-ANF-1)

» 15 ml suplament (Bio-ANF-1, 01-192-1)

» 1.5 ml Penisilin+Streptomisin+Amfoterisin B

» 2 ml L-glutamin

Maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.

3.1.2. Hiicre Inkiibasyon Kosullari

Parental MCF7 monolayer hiicre kiiltiirii (4. pasaj) Tarim Bakanligi Sap
Enstitiistinden (Ankara) temin edildi. Hazir amniyon kiltiir hiicresi mediyumu
(BioANF-1, 01-190-1) igerisinde %5 CO, 37 °C’e sicakliktaki etiivde (Nuaire) 25
cm?®lik flasklarda steril sartlarda inkiibe edilerek hiicrelerin cogalmasi saglandi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Uremekte olan hiicre pasajlar1 %80-90 doygunluga (confluent) ulasinca hiicreler

yeniden pasajlandl.lll Bu amagla tiremekte olan hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda;

> Uzerlerindeki besi yeri pipetle alinarak steril fostat tampon soliisyonu (PBS)
(25 cm? igin 2 ml) ile yikandi.

» PBS pipetle uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin kaldirilmasi i¢in 3 ml tripsin-
EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde 10 dk bekletildi.

» Tum yiizeye yapisik hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan siispansiyon
halindeki hiicre tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml hacimli bir tiip igerisine alinarak

lizerine tripsinin inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati medyum eklendi.
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» Tiipe alinan siispansiyon 1300 rpm de 10 dk santrifiij edilerek tripsin-EDTA
sollisyonu uzaklastirildi ve hiicreler taze hiicre medyumu ile siispanse edilerek 3
adet 25 cm*lik flaska béliinerek yeniden pasajlandi.

> Yeniden pasajlanan hiicreler 37 °C’ de %5 CO, ortaminda inkiibe edildi.
3.1.4. Hiicre Dondurma ve Saklanmasi

» Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve tripsin besi
yerinden uzaklastirildi. Sonra hiicre pelleti 1 ml besi yeri ile sulandirilarak
sayildi.

» Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besi yeriyle inhibe edildi.

» Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilip bir falkon tiipe
aktarildi. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edildi.

» Hiicre siispansiyonu santrifiijlenerek (1300 rpm 10 dakika), siipernatant
uzaklastirildi.

» Pelet 900 ul hiicre medyumu ile sulandirilarak sayildi.

» Dondurma tiipleri icerisine 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) ve 900 pl hiicre
medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklendi.

> Tiipler dondurma kabina yerlestirilerek - 80 °C’de derin dondurucuda
gerektiginde anzlilerin tekrari igin hiicre hatt1 saklandi.

3.1.5. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi

I ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak

ependorf tiipe kondu ve iizerine 90 ul tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Bu

karisim Neubauer lami iizerine konularak 5 bolmedeki hiicreler sayildi, daha sonra

bulunan bu say1 sulandirma miktar1 x50.000 sayis1 ile garpildi. Sonug olarak 1 ml

medyumda ka¢ milyon hiicre oldugu bulundu. Béylece ekim yapilacak say:1 belirlenip
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hiicrelerin petriye ekimleri yapildi. 100 mm’lik kiiltiir petrisine 5x10° hiicre ve 96
kuyucuklu kiiltiir plaginin her kuyucuguna 5000 hiicre transfer edildi.

3.2. Resveratrol Dozunun Belirlenmesi

Resveratrol uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu
plaga esit sayida konulan hiicreler; hiicre kontrol, medyum kontrol, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 100, 120 ve 140 uM konsantrasyonlarda resveratrol hiicre medyumlarina
katilarak hiicreler inkiibe edildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan 3-
(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, sar1 tetrazol (MTT) analiz
yontemi ile hiicre viabilitesi (sitotoksisite durumu) degerlendirildi.

3.3. Hiicre Proliferasyon Analizi

MTT yontemi

MTT analizi, formazon boyalarinin ya da MTT azalmasina bagli olarak
enzimatik aktivitenin kolorimetrik l¢limiine dayanan hiicre gogalma miktarinin tespit
edildigi yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre
tizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir.

Resveratroliin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki olasi sitotoksik etkileri MTT Kiti ile
tiretici firmanm (Sigma Co. Germany) kullanim talimatina gore uygulandi. Yontem
MTT ajani ile inkiibe edilen hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorometrik
olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Olusan renk degisikligi sar1 ile
renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzu
azalmasiyla olusmaktadir. Bu bilesiklerin absorbans degeri metabolik olarak
aktivitelerinin belirlenebilmesi agisindan orantilidir.

Yapihis yontemi;

MTT yonteminin uygulamasindan 1 giin once 96’lik plak igerisine sayimi

yapilan 5000 hiicre (5000/kuyu) ile 100 pl medyum hazirlanarak kuyulara ekimi
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yapildi. Mikroplak 24 saat 37°C ve %5 CO; ayarlh inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin
yilizeye yapismalar1 saglandi. Bu yolla tripsin enziminin hiicre membran proteinleri ve
bliylime faktor reseptorleri iizerinde olusturdugu zararlar ortadan kaldirilmis oldu. Bu
protein ve faktorlerin yeniden sentezlenebilmesi icin 24 saatlik bir siireye ihtiyag
duyulmaktad1r.112 Ayni zamanda bu yolla medyum igerisindeki terapotik ajanlarin
hiicreyle muamelesinden once hiicrelerin metabolik aktivite kazanmasi saglanir.

24 saatlik inkiibasyondan sonra seri dilusyonlar halinde hazirlanan resveratrol
maddesi seriler halinde gruplara boliinen hiicre hattt medyumuna ilave edildi (100 nl
olan medyum ve hiicre karisimi iizerine 100 pl icerisinde dilusyonu yapilan ve
konsantrasyonu ayarlanan resveratrol eklendi). A serinin birinci siitunu hiicre kontrol ve
A serisinin ikinci slitunu meydum kontrol olarak ayarlandi.

Resveratrol uygulanan hiicre hatlarina 24 ve 48 saat siireli inkiibasyonlardan
sonra MTT yo6ntemi uygulandi. Bu yontem analizine baglanmadan 6nce 96’lik plaklarda
bulunan medyumun 100 pl’si total antioksidan ve total oksidan miktarlarinin
belirlenmesi amaciyla baska bir 96’lik plak gruplar karismayacak sekilde aktarildi ve
MTT analizine baslandi.

MTT analizi;

1- Doksan altilik plak kuyucuklarinda bulunan 100 pl medyum ve hiicre karigimi
tizerine, hazirlanmig tiazolil mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 10 pl ilave edildi.
Bu soliisyon ilavesini takiben 96°lik plak inkiibatore alinarak 3 saat beklenildi.

2- Ug saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir
pipet ile alinarak MTT ¢oziicli soliisyonundan 100 ul ilave edilip 20 dk inkiibatorde

bekletildi.
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3- Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre (p-
Quant, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA) ile 570 nm absorbans degerinde
Olctimleri 3 tekrarli olarak yapildi.

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite egrisi
belirlenerek %50 baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik egim grafigi ile
hesaplanda.

3.4. Biyokimyasal TAS ve TOS Analizleri

TOS yontemi;

1- Standart 2 soliisyonundan 50 pl alinarak bir falkon tiipii igerisine konuldu.
Bunun iizerine 10 ml deiyonize su ilave edildi.

2- Buradan da 50 pl alinarak 10 ml deiyonize su ile dilue edildi. Boylece giinliik
caligma standardinin son konsantrasyonu 20 uM H,0, seklinde ayarlanmis oldu.

3- Reagent 1°den 500 pul ve hiicre medyumundan 75 pl alinarak plak tizerine
eklendi. Hafifce ¢alkalanarak bos kuyucuklara standart eklendi ve p-Quant mikroplak
okuyucuda 530 nm absorbans degerinde okutuldu. Bu ilk absorbans olarak kabul edildi.

4- Daha sonra Reagent 2°den 25 pl alinarak plak iizerine ilave edildi. 5 dakika
37 °C’de inkiibatdrde bekletildikten sonra, 530 nm absorbansta mikroplak okuyucuda

okutuldu. Cikan deger asagidaki formiil ile hesaplandi.

Sonug = (AAbsorb Ornek / A Absorb Standard 2) X 20 (Standard 2 degeri)
AOrnek Absorb = (Ornek ikinci Absorb — ilk érnek Absorb)

AAbsorb Standard 2 = (ikinci Absorb Standard 2 — ilk Absorb Standard 2)

TAS yontemi;
1- 500 pl Reagent 1°den alinarak plaga konuldu. Uzerine 30 pl standart ve

numuneden eklenerek mikroplak okuyucu ile 660 nm absorbans degerinde okutuldu.
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2- Daha sonra 75 ul reagent 2’den ilave edilerek 5 dakika 37 °C ortaminda
inkiibatorde bekletildi ve 660 nm absorbans degerinde okutuldu.

3- Bos 3 kuyucuga standart 1 ve bos 3 kuyucuga standart 2’den ilave edilerek
ayni absorbans degeri ile okutuldu. Cikan degerler asagidaki formiil ile hesaplanarak
elde edilen son konsantrasyondaki c¢alisma standardi 20 uM H,0O, giinlikk ¢alisma
soliisyonu seklinde elde edilmis oldu.

4- Sonuglar mikroplak okuyucu’da 660 nm absorbans degeri ile okutuldu ve

sonuclar mmol Trolox Equiv/L olarak ifade edildi.

Sonug= [ (AAbsorb Standard 1) - (AAbsorb Ornek) ]/ [ (AAbs Standard 1) - (AAbs
Standard 2)]

Sonug = AAbsorb Standard 1= (ikinci Absorb Standard 1- ilk Absorb Standard 1)

AAbsorb Standard 2= (ikinci Absorb Standard 2 - ilk Absorb Standartd 2)

AOrnek Absorb = (Ikinci Absorb 6rnek — ilk rnek Absorb)

3.5. Immunsitokimyasal (ICC) Boyama Metodu

Hiicrelerin lamda iiretilmesi

i. Poly-L-lysine kapli lamlar (Thermo Fisher Scientific, USA) Lamlar, 10 cm
capindaki petri kutularma hiicre ekimi yapilmadan once yerlestirilerek class Il tip
biyogiivenlik kabini igerisinde 4 saat siireyle ultraviyole 151k altinda sterilize edildi.

ii. 25 cm®lik flasklarda cogaltilan hiicrelerden, UV 1gik altinda steril edilen
petrilere herbir petri igerisindeki lamlarin st yiizeylerine esit miktarda (100 pL

medyumda siispanse yaklasik 5000) hiicre gelecek sekilde ekim yapildi.

iii. Lam tizerine hiicrelerin yapismasini takiben (ortalama 24 saat sonra), petriler

gruplara ayrildi ve resveratrol uygulanacak olan gruplarin petrilerine gesitli
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konsantrasyonlarda resveratrol eklenirken, kontrol grubundakilere ayni miktarda kiiltiir
medyumu konuldu.

v. Inkiibasyon siirelerinin bitimini takiben (24 ve 48 saat sonra) petri icindeki
medyum pipet yardimiyla uzaklastirildi ve fosfat tampon soliisyonu (PBS) eklenerek
hiicre yikama iglemi yapildi.

Fiksasyon;

1. PBS ile yikanan ve lam {izerinde yapisik bulunan hiicreler petrilerden
cikarilarak -20 °C’de sogutulmus metanol igerisinde 10 dakika tespit edildi.

2. Tespit edilen lamlar PBS ile yikand: kurutuldu ve boyama prosediiriine
baslanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

ICC boyama;

e Boyama islemine alinacak lamlar derin dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisina
gelinceye kadar bir siire bekletildi ve takiben PBS ile yikandi.

e Endojen peroksitlerin bloklanmas1 igin %3’lik H,O, soliisyonuda 10 dk
bekletildi.

e Dahasonra 5 dk siire ile 3 kez PBS soliisyonuyla yikandi.

e Permeabilizasyon icin (intraselliiler protein tespiti i¢in olduk¢a 6nemlidir);
lamlar %0.1Triton X-100-PBS soliisyonunda 10 dk bekletildi.

e Lamlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra %1 BSA — PBS (bloklama)
soliisyonunda 30 dk bekletilerek non-spesifik baglanmalarin 6niine gegildi.

e Dahasonra %1 BSA — PBS soliisyonu ile sulandirilan primer antikorda (p53,
Mouse monoclonal, ab1101) 37 °C’de 1 saat nemlendiricili kabinde bekletildi.

e Lamlar iizerindeki primer antikor soliisyonu lami egip kenarindan

dokiildiikten sonra, PBS soliisyonu ile her biri 5 dk olmak iizere 3 kez yikandiktan sonra
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tizerine sekonder antikor soliisyonu ile 1 saat boyunca nemlendiricili kabin igerisinde
inkiibe edildi.

e Sekonder antikor lamlarin tizerinden uzaklastirildiktan sonra, her biri 5’er dk
olacak sekilde PBS ile 3 kez yikandi.

e Lamlar iizerine Horseradish peroksidaz (HRP) konjugeli streptavidin biotin
ile 30 dk inkiibe edildi.

e Streptovidin biotin soliisyonu lamlardan uzaklastirildiktan sonra 3 kez 5 dk
stireli PBS ile yikandi.

e (Ceckirdek boyamasi i¢in Harris’in  Hematoksilen soliisyonunda 5 dk
bekletildikten sonra dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan (Merck,
Germany) ile kapatildi.

3.6. Immunfloresan Boyama Metotu

e -20 °C’de saklanan lamlar oda 1s1sinda bekletildikten sonra PBS ile yikandh.

e Permeabilizasyon igin; lamlar %0.25 Triton X-100- PBS soliisyonunda 10 dk
bekletildi.

e Lamlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra %1 BSA — PBS (bloklama)
soliisyonunda 30 dk bekletilerek non-spesifik baglanmalarin 6niine gegildi.

e Daha sonra %1 BSA — PBS soliisyonu ile sulandirilan primer antikorda (Bax,
Mouse monoclonal, ab5714) 4 °C’de 1 gece nemli bir kap icerisinde buzdolabinda
bekletildi.

e Lamlarin tzerindeki soliisyon dokiilerek 3 kez PBS solisyonu ile 5 dk
yikandiktan sonra floresan izotiosiyanat (FITC) konjugeli sekonder antikor
soliisyonunda 30 dk bekletildi.

e Lamlar lizerindeki sekonder antikor dokiilerek PBS ile 5’er dk boyunca 3 kez

yikandu.

33



e (eckirdek boyamasi igin hiicreler DNA boyas1 (DAPI, ab104139, Abcam,
Germany) igerikli kapatma soliisyonuyla kapatilarak 1 saat +4 °C’de bekletilip floresan
mikroskopta incelendi.

3.7. immunsitokimyasal Degerlendirme

Immunsitokimyasal boyama sonuglarmin gruplar arast kiyaslamalarim
yapabilmek i¢in “Stereolojik Optic Fractionator Frame” metotu kullanildi. Bu analizler
stereoloji workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve stereoloji
software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Colchester, VT) atagmanli
151k mikroskop (Leica DM4000 B, Tokyo, Japan) altinda yapildi.**3*

Calismamizda MCF-7 hiicre preparatlar1 tizerinde p53 immun pozitifligi
“Unbiased Counting Frame and Fractionator” metodu**?**® kullanilarak tiim gruplara ait
herbir preparattaki pozitif hiicre yogunlugu asagidaki formiile gore hesaplandi (Sekil
3.1):

PHY = PHS/(CA x CS),

PHY; um? alana diisen pozitif hiicre yogunlugu, PHS; pozitif hiicre sayisi, CA;
cerceve alani (um?) ve CS; cerceve sayisi.

Elde edilen veriler herbir grup i¢in iki tekrarli 6l¢iime dayanmakta olup, her

gruptan 4 paralel prerarat boyandi.
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Sekil 3.1. Stereolojik “Optik Fractionator Frame” metodu ile p53 immunpozitifliginin
degerlendirilmesi.

3.8. Immunfloresan Degerlendirme

Immunfloresan yontemle Bax immun pozitif hiicrelerin sayimi igin boyanan
preparatlar karanlik ortamda florasan atagmanli 151k mikroskobu altinda herbir
preparattan rastgele 10 farkli alan x20 objektifte sayilarak pozitif hiicre yogunluguna
gore degelendirildi. Bu degerlendirme;

A: Alandaki pozitif hiicrelerin oran1 %25’den az,

B: Alandaki pozitif hiicrelerin orani toplam hiicrelerin %25 ile %50’si arasinda,

C: Alandaki pozitif hiicrelerin oran1 toplam hiicrelerin %50 ile %75’si arasinda,

D: Alandaki pozitif hiicrelerin oran1 %75’den fazla.

Pozitif hiicre yogunluguna gore yukaridaki harflerdirmeler yapildi ve daha sonra
bunlar asagidaki formiilde yerine koyularak yari sayilabilir bir deger elde edildi.

Pozitif hiicre yogunlugu=((Ax1)+(Bx2) + (Cx3) + (Dx4)) / (A+B+C+D).**

Daha sonra buradan elde edilen deger, say1 araliklarina bakilarak skorlandi.

Hiicre yogunluk degeri: 0.00-1.00 = +; 1.01-2.00 = ++; 2.01-3.00 = +++;

3.01-4.00 = ++++.

35



yogun:

Yukaridaki skorlarin bulgu ve tartismada ifade edilmesinde diisiik: +, orta: ++,
+++ ve ¢ok yogun: ++++ olarak degerlendirildi.

3.9. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)
Analizleri

3.9.1. mRNA Ekstraksiyonu

+4 °C de ¢oziilen hiicre ve medyum karisimi ependorf tiiplere aktarildi. 450 g’de
10 dakika santrifiij edildi.

Pelet medyumdan ayrildi, tizerine 600 pl RLT buffer (lizis buffer) 600 ul %70
lik alkol eklendi. (Yaklagik 1200 ul olan soliisyonun dnce 700 pl si sonra kalan
kismu santrifiijlendi).

Alian 700 pl spin columna aktarildi. 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi. Dibe
¢oken sivi dokiildii. Ustteki filtre almak istedigimiz RNA y1 baglayan kisim.
Soliisyonun geri kalani tekrar ayni spin columna dokiildii ve 8000 g’de 15
saniye santrifiijlendi. Dibe akan sivi dokiildii, istteki filtre de RNA toplanmis
oldu.

RNA artik spin columna baglandi. Bu islemden sonra yikama islemine gegildi.
Bunun i¢in spin columna 700 pl RWI1 konulup 8000 g’de 15 saniye
santrifiijlendi. Dibi dokiildii.

Sonra 500 ul RPE konulup 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

Tekrar 500 pl RPE konulup 8000 g’de 2 dakika santrifiijlendi. Dibi dokiildii
kalan1 13000 g’de 2 dakika santrifiijlendi.

Spin column ters ¢evrilip 1siticinin {izerine birakilarak alkoliin tamamen
uzaklagmasi saglandi.

Spin columnlar yeni tiiplere yerlestirilip tlizerlerine 50 pl elution konulup yine

isitictya konuldu. 1 dakika boyle bekledikten sonra 8000 g’de 1 dakika
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santrifiijlendi. Boylece RNA alttaki toplama tiipline ge¢mis oldu. Spin column

da atild.

3.9.2. cDNA (Komplementer Zincir) Sentezlenmesi

RNA izolasyonundan sonra kiiltiire edilmis doku hiicrelerinden elde edilen total
RNA miktarlar1 spektrofotometre kullanilarak 260/280 nm oranina gore hesaplandi ve
sonuglar ng/ul olarak bulundu. Tek zincirli total RNA zincirleri kullanilarak
tamamlayic1 zincirleri (complementary), “QuantiTec® Reverse Transcriptase Kit
Qiagen, Germany” ile sentezlendi ve cDNA yapilarma déniistiiriildii. Islem, kit {ireticisi
firmanin kullanim kilavuzunda gosterdigi basamaklar izlenerek yapildi. Evvelce derin
dondurucudan (-20°C) cikarilarak buz kabi igerisinde erimeye birakilan kit igeriginin
yanina izole edilmis RNA ornekleri de kondu ve kit igerigi ile RNA 6rneklerinin ayni
sicakliga gelmeleri i¢in 10 dakika beklendi. Her bir 6rnek i¢in kit igerigindeki “gDNA
Wippeout buffer, X 7”’den 2 pl, “templete RNA’dan 1 pl ve kit icerigindeki “RNase-
free”’sudan 11 pl’lik hacimler 200 ul’lik PCR tiiplerine konarak pipetleme yoluyla
iyice karigtirildi. Her bir 6rnek igin ayr1 ayr1 hazirlanan tiipler sicaklign 42°C’a getirilmis
1s1 bloguna konarak 10 dakika siireyle bekletildi. Bu asamada 6rneklerden elde edilen
total RNA’nin igerisinde yer alan genomik DNA yapilar1 uzaklagtirildi. 10 dakikalik 1s1
blogundaki inkiibasyonu takiben 6rnekler hemen buz kabina aktarilarak reaksiyonun
sonlandirilmasi saglandi. Bu asamay1 takiben cDNA olusturulmasi basamagina gecildi.
Buz kabinda bekletilen kit igerigi, asagidaki tabloda her bir 6rnek ig¢in belirtilen
hacimlerde yeni bir 200 pl’lik PCR tiipii igerisinde hazirlandi.

Hazirlanan 6rnekler ¢cDNA reaksiyonu i¢in “Rotor Gene Q” PCR cihazina
konarak, 42°C’da 15 dakika ve 95 °C’da 3 dakika inkiibe edilerek cDNA’lar

sentezlendi.
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Tablo 3.1. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar.

Reverse-transcription master mix 1 ul
Quantiscript RT-Buffer, 5X 4 ul
RT Primer mix 1 ul
Templete RNA (bir 6nceki basamakta elde edilen) 14 pnl
Toplam 20 nl

3.9.3. p53 Gen Ekspresyonunun Yar1 Kantitatif Olarak Ol¢iilmesi

p53 ve Aktin proteinleri kodlayan mRNA’larin kantitatif olarak Olg¢tilmeleri igin
“QuantiTec® Primer Assay, Qiagen kits for SYBR® Green-based real-time PCR”
kitleri kullanildi. p53 calismasi igin QT00060235, internal kontrol ve sanal standart
egim hesaplamasi i¢in kullanilan aktin protein i¢in QT01680476 katalog numarali
tirtinler kullanildi. Yapilan PCR amplifikasyonu {iretici firmanin belirttigi protokollere

uygun olarak “Rotor Gene Q” PCR cihazi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Dozun Belirlenmesi

MCF-7 hiicre hattt {izerine en etkili dozun belirlenmesi amaciyla MTT
yontemiyle resveratrol konsantrasyonlari uygulanarak hiicre yogunlugu belirlendi.
Ayrica hiicre proliferasyonu flasklara ekilen hiicreler gézlemlenerek resimleri gekildi

(Sekil 4.1).

24 sa 48 sa
E--
X

Sekil 4.1. 24 ve 48 saat periyotlu MCF-7 hiicrelerine resveratrol uygulanan ve
resveratrol tedavisi yapilmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii.

Res (20 pM)

Res (40 uM)
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4.2. Resveratroliin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerine Olas1 Sitotoksik Etkisinin

MTT Yontemiyle Belirlenmesi

Hiicre yogunlugu spektrofotometrik 6l¢iim metotuna dayanan MTT yontemi kiti
ile belirlendi. MCF-7 hiicre hatt1 96’lik plak igerisine ekilerek 24 saat beklenildi. Daha
sonra hiicrelerin metabolik fonksiyonlarim1 diizenlemeleri saglandi. Metabolik
fonksiyonlarin1 diizenleyen hiicrelerin kiiltiir medyumu igerisine kiiltiir medyumu ile
dilue edilen ¢esitli konsantrasyonlarda resveratrol ilavesi yapilarak 24 ve 48 saat siireli
olarak inkiibe edildi. Bu siirelerin sonunda, MTT yontemi ile hiicre yogunlugu ya da
resveratroliin hiicreler tzerindeki olasi etkisi mikroplak okuyucu ile okutularak
logaritmik egim ¢izgisi olusturuldu. Logaritmik egim ¢izgisinden resveratroliin
baskilayici konsantrasyon (IC50) degerleri her bir plak igin belirlendi (Sekil 4.2 ve 4.3).
Herbir 6l¢iim 2 farkli plakda tekrarli olarak alindi. IC50 degeri IC50 + SD olarak yazild:
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Baskilayici konsantrasyon (IC50) degerlerinin gdsterimi.

Gruplar IC50 Degeri
24 saat inkiibasyon 87.5+4.5uM
48 saat inkiibasyon 85.5+ 6.5 uM
0,35 | 24 sa
0,3
§0125 4 87.5 uM
;ﬁ 0,2
2
s
0,15
0,1 -
0,05
0 : : : : : : : : )
Knt  10puM 20uM 40puM 60 uM 80 uM 100 uM 120 puM 140 uM
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2. 24 saatlik inkiibasyon siiresine ait baskilayici konsantrasyon 50 (1C50) degeri.
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Sekil 4.3. 48 saatlik inkiibasyon siiresine ait baskilayici konsantrasyon 50 (IC50) degeri.

03 |

Viabilite (%)
o o

e L oW

= 1] N w

o
°
]

o

48 sa

Knt  10pM 20pM  40puM  60uM  80uM 100 uM 120 uM 140 pM

Konsantrasyon (uM)

Tablo 4.2. Resveratrol konsantrasyon ve viabilite oran1 degerleri.

Konsantrasyon 24 sa 48 sa
Kontrol 0.337 + 0.099° 0.516 + 0.114°
10 pM 0.322 +0.127° 0.467 + 0.063°
20 pM 0.316 + 0.047° 0.467 + 0.022°
40 pM 0.304 + 0.072° 0.463 + 0.031°
60 pM 0.303 + 0.057° 0.377 +0.033"
80 pM 0.216 + 0.027° 0.372 +0.037°
100 pm 0.148 + 0.042° 0.155 + 0.024°
120 pm 0.149 + 0.023° 0.155 + 0.051°
140 pm 0.139 + 0.033° 0.150 + 0.041°

Tiim veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. Istatistiksel analizler diizenli dagilim
gosterdigi i¢in parametrik One-Way Anova, Post Hoc. Duncan Testi ile
degerlendirildi. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel onemi gostermektedir.
Istatistiksel nem p<0.05 olarak kabul edildi.

24 saat Resveratrol Uygulamasi

Knt 0uyM  20pM  40pM  60pM  80uM  100um 120 pm 140 pm
Resveratrol Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.4. 24 saatlik resveratrol uygulamasinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik
etkisi.
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Resveratrol uygulanan hiicrelerden 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda elde
edilen viabilite degerlerinin degerlendirmesinde; resveratrol uygulanmayan grubun
hiicre yogunlugunun en yiiksek oldugu ve bu degerin konsantrasyon artisina bagl
olarak diistiigii goriiliirken 1C50 degerinin 87.5 uM oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1).

Resveratrol konsantrasyonu artisina bagli olarak hiicre yogunlugunun degistigi tespit

edildi (Tablo 4.2).

48 saat Resveratrol Uygulamasi

e o

w1 [e2]

o o
1 J

o

>

o
|

Hiicre viabilitesi (%)
o o
N w
o o
| |

o

=

o
1

Knt 10 uM 20 UM 40 uM 60 uM 80 uM 100 uM120 pM140 M
Resveratrol Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.5. 48 saatlik resveratrol uygulamasinin MCF-7 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik
etkisi.

Resveratrol uygulanan gurubun 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda ortaya
cikan viabilite oranmna bakildiginda resveratrol uygulamasi yapilmayan grupta en
yiiksek iken bu degerin konsantrasyon artisina bagli olarak azaldig: belirlendi. 1C50
degeri ise 85.5 pM oldugu logaritmik egim grafigi olusturularak belirlendi (Tablo 4.1 ve
Sekil 4.3).

4.3. Biyokimyasal Total Oksidan ve Antioksidan Miktari

Total oksidan seviyesi degerlendirmesinde; 24 saatlik resveratrol uygulamasi
yapilan gruplardan en diisiik seviyenin 20 uM konsantrasyonda resveratrol uygulanan
grupta oldugu goriilmesine ragmen, gruplar arasinda onemli bir farkin olmadig
belirlendi (p>0.05). 48 saatlik resveratrol uygulamasi yapilan gruplarda ise total oksidan

seviyelerinin doz artisina paralel olarak arttigi fakat bu degisimin istatistiksel olarak
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onemli olmadig1 belirlendi (p>0.05). Total antioksidan kapasitelerine baktigimizda ise

24 saat inkiibasyon stiresinde en disiik degerlerin 20 ve 40 uM konsantrasyonda

olustugu goriiliirken en yiiksek antioksidan kapasitesine 80 uM konsantrasyonda

resveratrol uygulanan grupta oldugu goriilmektedir. 48 saat inkiibasyon siireli

resveratrol uygulamasi

yapilan gruplardaki

en diisiik deger

konsantrasyonlu gruplarda oldugu tespit edildi (Tablo 4.3, Sekil 4.6 ve 4.7).

Tablo 4.3. Total oksidan ve antioksidan miktarlari.

10 ve 40 uM

TOS (umol H,O, Equv./L) TAS (umol H,O, Equv./L)

24 sa 48 sa 24 sa 48 sa
Kontrol 4.216+0.55°% 3.712+0.34° 0.360+0.03° 0.368+0.04°
10 pM 4.118+0.29° 3.865+0.67° 0.312+0.04 0.138+0.07"
20 pM 3.725+0.41° 4.018+0.50° 0.278+0.03" 0.322+0.15°%
40 pM 4.139+0.25° 3.834+0.82° 0.102+0.05° 0.280+ 0.11°
60 pM 4.379+0.17° 3.957+1.06° 0.306+0.14° 0.402+0.11°
80 pM 4.281+0.13 3.589+0.58° 0.415+0.18° 0.534+0.16°

Tiim veriler ortalama = SD olarak belirtildi. Istatistiksel analizler diizenli dagilim gdsterdiginden
parametrik One-Way Anova, Post Hoc. Duncan Testi ile degerlendirildi. Ayn siitundaki farkli harfler
istatistiksel 6nemi gostermektedir. Istatistiksel Gnem p<0.05 olarak kabul edildi.

48 sa

1 )/ 53

Total Oksidan Seviyeleri
(nmol H202 Equv./L)

o Ll N w E (2} (<2} ~ (e w
1

T T T T 1

Kontrol 10pM 20pM 40pM 60 pM 80 pM
Gruplar

Sekil 4.6. Total oksidan seviyelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerine gore
karsilagtirmali grafigi.
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71 S

18 sa

Total Antioksidan Kapasiteleri
(umol H202 Equv./L)
o S o
[\ ) w -b

o
i

o

Kontrol 10uM 20pM  40pM 60 pM 80 pM
Gruplar

Sekil 4.7. Total antioksidan kapasitelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerine gore
karsilagtirmali grafigi.

4.4. p53 immunpozitifligi

Tablo 4.4. immunsitokimyasal p53 pozitif hiicre sayisinin pm? alandaki degerleri.

Gruplar 24 sa 48 sa

Kontrol 0.000438° 0.000389°
Resveratrol (20 pM) 0.000293° 0.000516°
Resveratrol (40 pM) 0.000318° 0.000508°

Tiim veriler pm® alana diisen hiicre sayisi iizerinden verilmistir.

¥ harflendirmeleri bulundugu siitundaki istatistiksel farklihg ifade etmektedir.
Veriler diizenli dagilim gosterdigi i¢in One way Anova (Duncan T test) ile analiz
edilmistir.

Immunsitokimyasal p53 boyamasi sonucunda olusan immun pozitifligin
degerlendirmesinde; 24 saatlik resveratrol uygulanmayan grupta immunpozitifligin
yiiksek oldugu bu degerin 20 uM konsantrasyonda resveratrol uygulanan grupta
distiigii fakat bu degerin 40 uM resveratrol uygulamasi ile arttigi belirlenmistir. 48
saatlik resveratrol uygulamasina baktigimizda ise resveratrol uygulamas: yapilmayan

grupta diisiik iken resveratrol uygulamasi yapilan gruplarda arttigi goriildi (Tablo 4.4).
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Sekil 4.8. 24 saatlik resveratrol uygulanmasi yapilmayan MCF-7 hiicre hattinda p53
immun pozitifligi.

Sekil 4.9. 20 uM konsantrasyonda 24 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hiicre hattinda
p53 immun pozitifligi.

Sekil 4.10. 40 uM konsantrasyonda 24 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hiicre
hattinda p53 immun pozitifligi.
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Sekil 4.11. 48 saatlik resveratrol uygulamasi yapilmayan MCF-7 hiicre hattinda p53
immun pozitifligi.

Sekil 4.12. 20 uM konsantrasyonda 48 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hiicre
hattinda p53 immun pozitifligi.

Sekll 4.13. 40 uM konsantrasyonda 48 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hiicre
hattinda p53 immun pozitifligi.
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4.5. Bax Immunpozitifligi

Immunfloresan anti-Bax immun boyama sonucunda pozitif hiicre yogunlugunun
yar1 sayilabilir degerlendirmesinde; 24 saatlik inkiibasyon periyodu tedavi uygulamasi
yapilmayan grup meme kanseri hiicrelerinde immun pozitif hiicrelere yer yer
rastlanirken Ozellikle yiliksek konsantrasyonda resveratrol uygulanan grupta immun
pozitif hiicre yogunlugunun nispeten arttigi belirlendi. Kirksekiz saatlik inkiibasyon
periyodunda ise immun pozitif hiicrelerin degerlendirmesinde en fazla pozitif hiicrenin
yiiksek konsantrasyon uygulamasi yapilan grupta oldugu goriiliirken, bu degerin diisiik

konsantrasyon uygulanan MCF-7 hiicrelerinde azaldig tespit edildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Immunfloresan Bax pozitif hiicre yogunlugunun semi-quantitative
degerlendirilmesi.

24 sa 48 sa
Kontrol + +
Resveratrol (20 nM) ++ ++
Resveratrol (40 pM) ++ ++4+

Diisiik: +, orta: ++, yogun: +++ ve ¢ok yogun: ++++ olduklarin ifade
etmektedir.
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Sekil 4.14. 24 saatlik resveratrol
uygulamasi yapilmayan MCF-7 hiicre
hattinda Bax immunfloresan pozitifligi
(A; dapi boyasi, B; bax
immunpozitifligi ve C; dapi boyas1 ve
bax immunpozitifligi).

Sekil 4.15. 20 pM konsantrasyonda 24
saat resveratrol uygulanan MCF-7 hiicre
hattinda Bax immunfloresan pozitifligi
(A; dapi boyasi, B; bax
immunpozitifligi ve C; dapi boyas1 ve
bax immunpozitifligi).
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Sekil 4.16. 40 uM konsantrasyonda 24
saat resveratrol uygulanan MCF-7
hiicre hattinda Bax immunfloresan
pozitifligi (A; dapi boyasi, B; bax
immunpozitifligi ve C; dapi boyasi ve
bax immunpozitifligi).

Sekil 4.17. 48 saatlik resveratrol
uygulamasi yapilmayan MCF-7 hiicre
hattinda Bax immunfloresan pozitifligi
(A; dapi boyasi, B; bax
immunpozitifligi ve C; dapi boyasi ve
bax immunpozitifligi).
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Sekil 4.18. 20 uM konsantrasyonda 48
saat resveratrol uygulanan MCF-7
hiicre hattinda Bax immunfloresan
pozitifligi (A; dapi boyasi, B; bax
immunpozitifligi ve C; dapi boyas: ve
bax immunpozitifligi).

A
B
Sekil 4.19. 40 uM konsantrasyonda 48
saat resveratrol uygulanan MCF-7
hiicre hattinda Bax immunfloresan
pozitifligi (A; dapi boyasi, B; bax

immunpozitifligi ve C; dapi boyas1 ve
bax immunpozitifligi).
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4.6. PCR Sonuglan

RNA eldesinden sonra spekrofotometre ile yapilan RNA yogunluk olgiimleri 145-
165 ng/mikrolitre arasinda bulundu.

RT-PCR sonuglariin degerlendirilmesinde 24 saatlik resveratrol uygulamasi ile p53
konsantrasyonunun azaldigi bu degerin diisiik doz uygulanan grupta daha fazla oldugu
belirlendi. Kirksekiz saatlik resveratrol uygulamasi yapilan gruplarda ise en yiiksek p53
konsantrasyonu yiiksek doz resveratrol grubunda gozlenirken bu deger diisiik doz resveratrol
uygulanan grupta azaldig: fakat en diistik degerin herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol

grubunda oldugu belirlendi.

Tablo 4.6. p53 ve aktin konsantrasyon degerleri (ml’de uluslararasi tinite; [U/ml).

Gruplar p53 konsantrasyonu  Aktin konsantrasyonu  p53 Konsan./

(1U/ml) (1U/ml) Internal
kontrol
Konsan.
(1U/ml)
Kontrol 135 264259 0.000511
(24 sa)
20 pM 39 363637 0.000110
(24 sa)
40 pM 117 693891 0.000169
(24 sa)
Kontrol 25 151127 0.000165
(48 sa)
20 uM 23 343359 0.000067
(48 sa)
40 uM 249 597186 0.000417
(48 sa)

“Ornek Konsantrasyonu (IU/ml) / Internal kontrol konsantrasyonu” formiilii ile hesaplandi.
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Sekil 4.20. pS3 ve aktin gen bdlgelerine ait erime (melting) sicakliklarinin gosterimi:

_|Bin &
/ /"7 ‘¢
Y
¥, N =
f / % Bin B
/ )
/ 0
i
H %
J (!
v
%
i i
A it \
§ A
/) y
) "
P V)
/ 1 [
/ i1 I %
= ~ ' Ak \\B
e — N |7 N\
—————__[Threshold| __;_%/ Y
2
M 72 73 74 75 76 77 78 79 80 8 82 83 84 85 86 8 88 83 90 9

degq.

aktin ve B; p53 egrisi.

Norm. Fluoro.

92

-13 | Threshold

10 15 20 25 0 3 40
Cycle
Sekil 4.21. Aktin ve p53 logaritmik amplifikasyon egrileri: A; aktin ve B; p53 egrisi.
100 |
" a0 A Aktin ve B p53 gen boélgeleri igin lineer amplifikasyon egrileri
g 60
& A e ————
2 40 e
20 B
= il
0 Y Y Y Y Y Y Y Y
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
100
80
g 60
Sl
20 S —— 74.%-_——‘::’—”%“\'“ |
70 7 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91
deg.

Sekil 4.22. Aktin ve p53 gen bolgeleri i¢in lineer amplifikasyon egrileri

egrisi.

: A; aktin ve B; p53
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Sekil 4.23. Erime analizde aktin ve p53 bolgeleri i¢in kirilma noktalari: A; aktin ve B; p53
kirilma noktasi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, siklikla kadinlarda goriilen, yaygin kanser tiirlerinden biri olup,
yiiksek bir mortaliteye [gelismis iilkelerde %30 (190.000 6liim / 636.000 olgu), az gelismis
tilkelerde ise %43 diir (221.000 6liim / 514.000 olgu)] sahiptir. Meme kanseri tedavisinde
kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrasi kanserin
tekrarlamas1 siklikla goriilen bir durumdur.® Diger taraftan meme kanseri tedavisinde
klinikte sik¢a kullanilan ilaglarin direng gelistirme 6zelliklerinin oldugu, bu yolla meme
kanseri tedavisinde bir takim basarisizliklarin yasandigi bilinmektedir. Yapilan aragtirmalar,
yeni terapotik yontemlerin gelistirilmesine olan ihtiyaci ortaya koymaktadir.

Bu amac¢ dogrultusunda; kanser Oncesi ve sonrasi dogal antioksidan ve
antikanserojen maddelerin kullanimi ile normal olmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin
apoptoz tetiklenmeye calisilmaktadir. Gliniimiizde kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan
birgok kemoteropatik ajanlarin da (Dosetaksel ve Cisplatin gibi) apoptotik etkilerinden
yararlanildigi bilinmektedir. Hiicre dongiisiinde ve kanser hiicresi apoptotik yolaklarinda
etkin rol alan biiyiime faktorlerini ve reseptorlerini kodlayan bazi genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisim, hiicrelerin kanserojenik siirecteki boliinme hizina énemli katkilar
bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda da antioksidan ve antikanserojen 6zellikli resveratroliin
in-vitro ortamda kanser hiicrelerine uygulanmasi ile hiicrelerde redoks dengesini
degistirdigi, tiimor supresor gen olarak bilinen p53 ekspresyonunu ve apoptotik aktiviteyi de
artirabilecegi belirlendi.

Antikanserojenik etkileri bir¢ok aragtirmada bildirilen resveratrol, karsinogenezisin
baslangi¢, yayilim ve ilerleme gibi li¢ 6nemli agsamasinda da hiicre ¢ogalmasini baskilayici
etkisini gtisterebilmektedir.80 Ayrica, antiproliferatif etkisi birgok ¢alismada da rapor edilen
resveratroliin,®®*'® bu tez calismasmnda da doz ve zaman bagimli sitotoksik etkileri

arastirtlmistir. Yapilan bazi arastirmalarda, resveratroliin sitotoksik (IC50) degerinin 10 ile
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100 nmol/L oldugunu, bu degerin kanser hiicre tipleri arasinda (16semi, prostat, meme ve
kolon) farklilk gosterebilecegi de bildirilmistir.™'” Bu calismadan elde edilen deneme
sonuglaria gore; resveratroliin IC50 degeri, 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in 87.5 uM, 48 saat
inkiibasyon stiresi igin 85.5 uM konsantrasyonlarinda belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, yapilan uygulamadan 6nce veya sonra hiicre viabilitesi
ya da yogunlugu MTT analizleriyle belirlenerek ortaya ¢ikan degisimler hakkinda yorumlar
yapilabilmektedir. Bu ¢alismada, ¢esitli konsatrasyonlarda resveratrol ile 24 ve 48 saat
inkiibe edilen gruplardan elde edilen hiicrelere uygulanan MTT analizlerine gore hiicre
viabilitesinin ya da yogunlugunun kontrol grubuna goére azaldigi belirlenmistir. Bu deger
azalisini, Della Ragione ve ark. resveratrol uygulamasimnin hiicrelerde G,/S fazina gegisi ve
DNA sentezinin engellenmesini saglayarak hiicre siklusunun baskilanmis olabilecegini rapor
etmislerdir.’*® Fontcave ve ark. ise resveratroliin riboniikleotid reduktaz ve DNA polimeraz
aktivitesini baskilayarak, DNA sentezini indirek olarak engellendigi ifade etmislerdir.'®®
Yapilan bazi ¢aligmalar ise resveratrol uygulamasimin G2/M fazina gegisi kisa bir siireligine
baskiladig1 ve hiicrelerin belirli bir zaman sonra tekrar ¢ogalimini devam ettirdigini rapor
etmislerdir.™® Bizim calisma bulgularimizda ise 48 saat inkiibasyonlu gruplarda hiicre
yogunlugunun ya da viabilitesinin 24 saat inkiibasyonlu gruplara gore arttigi fakat bu
degerin resveratrol uygulamasina ve uygulanan resveratroliin konsantrasyon artisina bagl
olarak azaldigi belirlendi.

Timor baslangicinda bir antimutajen ve serbest radikal baskilayict etkiyi gosteren
resveratrol,®® COX-1"i baskilayarak timéral ilerlemeyi durdurabilir.?®%'?° Kopp ve ark.
aradosidonik asiti proinflamatuar maddelere doniistiirerek tiimor hiicre biiyiimelerini uyarici
etki gosterdigini rapor etmislerdir.121 Clement ve ark. ilerlemis kanser hastalarinda
resveratroliin insan promyelositik 16semi hiicre farklilagmalarini indiikledigi80 ve hiicre

cogaliminda DNA sentezi i¢in gerek duyulan riboniikleotid reduktazi baskiladigini
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bildirilmistir."* Resveratroliin antikanserojen potansiyelinin karakteristik bir 6zelligi de kan
hiicreleri icin toksisitesi minimal diizeyde olmasidir.**®

Ostrojen pozitif meme kanserlerinde, &strojenler ve dstrojen-reseptdr (ER)’lerinin
onemli oldugu,z“‘25 Tamoxifen gibi Ostrojen-reseptor antagonistlerinin terapilerde dstrojen-
bagimli hiicre biiyiimesini baskilayarak timéral biiyiimeyi durdurdugu bildirilmektedir.??’
ER pozitif meme kanseri olgularinda ostrojen, ER’lerini aktive ederek hiicre siklusundaki
G;-fazini kisaltarak hiicrenin daha fazla ve hizli boliinmesine, artan hiicre boliinme sayisinin
artis1 da kanser riskinin yiikselmesine neden olur.® Meme kanserleri ortalama olarak %75
oranda primer Ostrojen-bagimli bir siire¢ gosterirken, bu 6zellik hastaligin ileri doneminde
Ostrojen-bagimsiz hale de gelebilmektedir. Postmenopozal dénemde ovaryum kaynakli
Ostrojen lretiminin minimum sevilere inmesine ragmen Ostrojen-bagimli meme
kanserlerinin biiyiik béliimiiniin bu dénemde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir. Ozellikle deri,
kas, yag, kemik ve meme bezi gibi perifer dokuda bol miktarda bulunan aromataz ve steroid
silfataz gibi enzimlerin tiimdral dokulardan Ostrojen sentezlenmesine sebep oldugu
bildirilmektedir.”* Sentetik strojen ozelligine sahip olan dietilstilbestrol ile resveratrol
arasindaki yapi benzerliginin meme kanserlerinde resveratroliin etkinligini 6nemli hale
getirmektedir.!?? Yapilan bazi ¢aligmalarda resveratrolin meme kanserli hastalarda
antikanserojenik etkileri rapor edilmistir.**?*

Hiicre siklusunun baskilanmasinda ve apopotozun tetiklenmesinde 17. kromozom
iizerinde bulunan tiimor stipresor 6zellikteki p53 geni 6nemli bir gorev listlenmektedir. Bu

gen; DNA-hasarl,61 hipoksi,62 181N tedavisi®® ve 1s1 soku,m’65

gibi pek ¢ok genotoksik stres
faktorii araciligiyla aktive edilerek hiicrelerde transkripsiyon faktorlerinin artmasina neden
olmaktadir. Ayrica, p53 aracili DNA onarmi hem anjiyogenezin® hem de timérde

biiylimenin inhibisyonunda énemli bir rol oynayarakﬁs’69 DNA-hasarli hiicrenin apoptoz yolu

ile yikimlanmas saglar.”” Bu genin mutasyona ugramasi kanseréz ya da tiiméral olgularin
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meydana gelmesine neden olmaktadir.”® Bu mutasyonla olusan mutant p53; hem bir
fonksiyon kaybi1 hem de yeni bir onkojenik 06zellik kazanmis protein olarak karsimiza
cikabilmektedir.®® Rapor edilen bircok calismada, kanser hiicrelerinde p53 mutasyonlari
aracili apoptoz mekanizmasmin devre dist kaldigii bildirilmistir.**® Bu gen bolgesi
tarafindan sentezi kontrol edilen p21 geni de hiicre siklusunu kontrol eden CDK’larin
sentezini saglamaktadir. Bu sebeple p53 gen bélgesinde mutasyon geg¢irmis hiicreler
iizerinde kontrolsliz bir ¢ogalmanin gerceklestigi bildirilmigtir.*** p53 geni mutasyonlari
bircok kanser tiiriinde sik goriilen (meme kanserlerinin 2/3’iinde) bir durumdur.*?®* Bu gen,
sitotoksik ajanlara karsi tiimor hiicrelerinin duyarliliginin 6nemli bir belirteci ve DNA
hasarinda hiicresel cevabin olusmasini saglamaktadir. p53 gen bdlgesinin sentezledigi p53
proteini, hiicrede kisa siireli sentezlendigi i¢in normal hiicrelerde ¢ok fazla birikmemektedir.
Fakat tiimor hiicrelerinde mutant p53 miktari, DNA hasarina bagli olarak ¢ok miktarda
sentezlenmektedir.®® Vahsi tip p53, bazt DNA hasarli hiicrelerde uzun siire eksprese
edilirken, baz1 durumlarda da sentezlendikten sonra diger hiicresel proteinlere yapisarak RT-
PCR ve ICC boyamalarda tespit edilebilmektedir.

Bu calismada, resveratrolin doz ve zamana bagli olarak apoptotik aktivasyonu
izerine etkileri arastirildi. Resveratrol uygulamasi neticesinde p53 ekspresyon diizeyinin 24
saat inkiibasyonlu periyotta azaldigi (0.000511-0.000169) ve 48 saat inkiibasyonlu periyotta
arrtigr (0.000165-0.000417) RT-PCR ile belirlendi. Kaabinejadian ve ark. MCF-7 hiicre
hattina adriamisin uygulamasi ile p53 miktarnin azaldigim belirlerken'?” Singh ve ark.
resveratrol ve siklofosfamit (cyclophosphamide) uygulamasinin yine p53 ekspresyonunu

104

arttirdigim rapor etmislerdir.* Resveratrol, apoptozu p53 bagimli*® ve p53°den bagimsiz bir

104

sekilde indiiklenmektedir.'®*'% Reservatrol, fibroblast hiicrelerinde'® ve fare JB6 epidermal

106,107

hiicre hattinda, p53 ekpresyonunu artirarak tiimor 6n maddelerin salgilanmasini

baskilandigi ve hiicrede apoptozu uyardigi,’’ diger taraftan, c-Jun NH2-terminal kinase
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(JNKs) aktivasyonunu da tetikleyerek apoptozun baslamasini 6nledigi bildirilmektedir. Lee
ve ark. caligmalarinda antioksidan uygulamasi ile p53 gen ekspresyonundaki artisi rapor
etmistir.*? Kaabinejadian ve ark. ¢caligmalarinda Adriyamisin uygulamasi ile p53 miktarinin
arttift ve bu yolla apoptotik aktivasyonun da arttigmi gostermislerdir.’?’ Bizim
bulgularimizda resveratrol uygulamasinin literatiiriin aksine p53 gen ekspresyonun 24 saat
stireli uygulamada azaldigi belirlenirken, 48 saat uygulamali grupta ise literatiire paralel
olarak gen ekspresyonu artisi tespit etmistir.

Yapilan caligmada metabolik yolaklarda rol alan bir¢ok proteinin tespiti i¢in 1CC
metodu kullanilirken 6zellikle son yillarda kanser hiicrelerinde p53 aktivasyonunun

63129130 Calismada immunohistokimyasal

belirlenmesi i¢in ICC tercih edilen bir yontemdir.
p53 boyamalarimiz sonucunda kontrol gruplarina gore uygulama yapilan gruplarda pozitif
hiicre yogunlugunun arttig1 belirlenmistir. Balcer-Kubicze ve ark. adriamisin uygulamasi
yapmis olduklar1 calismada, p53 immunpositif hiicre sayisinin artigin géstermistir.131
Vladislava ve ark. ultraviyole 1s1g§a maruz birakilan meme kanseri hiicrelerinde p53 gen
bolgesi mutasyonunun olustugu ve bu mutant p53 geninin fazla miktarda eksprese edildigini
rapor etmistir."* Bizim ¢alismamizda ise resveratrol uygulamasi ile p53 aktivasyonun arttig1
ve bu yolla tiiméral hiicrelerde apoptozisin uyarilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat bu
yolak ve mekanizmasinin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in daha detayli molekiiler
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hiicreler ya fizyolojik yasam siireleri sonunda apoptozla ya da patolojik faktorlerin
etkisiyle nekrozla oliirler. Nekrozla o6liim sonrast hiicrede enflamasyon uyarilirken,
apoptozda hiicre 6liimii fizyolojik bir siire¢ olarak uyarilir ve enflamatuar yanit olusmadan
gerceklesir. Apoptotik siiregte Bax, Bcl-xS, Bad, Bak ve Bik gibi proapoptotik genler

apoptozu uyarirken, Bcl-2, Bel-xL, Bag-1, ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik genler apoptozun

baskilanmasini saglarlar.58 Son yillarda yapilan ¢alismalarda, tiimor hiicrelerinde apoptozun
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uyarilmasinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin, mitokondriyal disfonksiyonun,
hiicre oliim reseptor sentezinin, Kaspaz aktivasyonlariin ve ROT’larin tiretimi artis1 gibi
bircok hiicresel faktor iizerinde dnemli rol oynadigi rapor edilmistir.****** Hiicrelerdeki pro-
apoptotik faktorler p4244, ERK12, JINK ve p38/MAPK kinazlar ile diizenlenirken,®%
p21 ve p27 gibi genler de p53 aracili hiicre siklusunun baskilanmasinda gorev alan
metabolik yolaklardir. Ayrica p2l proteini ekspresyonu CDK aktivitesini ve hiicre
proliferasyonu niikleer antijeni (PCNA) ekspresyonunu baskilayarak DNA sentezi

engellemis olur. 3"

Calismamizda da, apoptotik bir protein olan Bax’a yonelik
immunfloresan boyama neticesinde resveratrol uygulanan gruplarda apoptotik aktivitenin
arttigl, bu degerin Ozellikle 48 saat inkubasyona birakilan hiicrelerde en fazla oldugu
bulundu. Qiao ve ark. oridonin uygulamasi ile bax ekpresyonunun arttigini rapor

O Signh ve ark. calismalarinda, resveratrol uygulanan meme kanser

etmislerdir.™
hiicrelerinde pro-apoptotik proteinlerin artisiyla beraber MAPK aktivasyonu artisini da
belirlemislerdir.4 Osone ve ark. ise, antioksidan madde verilen noroblastoma hiicrelerinde
p38/MAPK ve JNK aktivasyonunun arttig1 ve bu yolla apoptozu uyardigi rapor edilmistir.***
Ozetle, resveratroliin meme kanseri iizerindeki apoptotik etki mekanizmasinin MAPK
aktivasyonuna dayali oldugu ve bu yolla kanser hiicreleri {izerine antikanserojen etki
gosterdigi sdylenebilir.

Antioksidan maddeler, antioksidan enzimlerin aktivasyonunu katalize ederek serbest
radikal ve oksidan maddelerin ortamdan stipiiriilmesini indirekt olarak saglamis olur.
Kanserogenez siirecinde birgok antioksidan madde tedavi ve koruyucu amacgh

° Bunlarin en o6nemlilerinden birisi olan resveratroliin antioksidan

kullanilmaktadir.
dzellikleri iizerine birgok in vitro ve in vivo calisma bulunmaktadir.”®%%%! Son yillarda

yapilan bir¢ok c¢alismaya gore resveratrol; LDL ve LPO’yu baskilamakta, oksitlenmis

LDL’nin sitotoksisitesini de &nlemektedir.>® Kanser hiicresi tedavisinde ROT {iretimindeki
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artisa bagli olarak apoptozun uyarilmasi, p38 ve MAPK aktivasyonu iizerinden
saglanmaktadlr.142 Hiicrede ROT iiretimi ve MAPK aktivasyonunun apoptotik sinyallere
cevabin olugmasinda 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ve
ROT {iretimini uyararak antioksidan kapasitesinin tiiketilmesi ile apoptozu uyaran
antikanserojen ilaglarin etkinligi bu prensibe dayanmaktadir. Yapilan calismalarda, hiicre
Oliimii miktar1 ile mitokondriyal membran potansiyeli ve redoks seviyesindeki degisimin

* Osone ve ark. antioksidan uygulamasi ile noroblastoma

etkili oldugu belirtilmistir.
hiicrelerinde ROT bagimli apoptoz yolagi olan p38 ve MAPK aktivasyonunun uyarildigini
tespit etmislerdir.**! Garcia Santos ve ark. ¢alismalarda, melatonin uygulanan ndéroblastoma
hiicre hattinda apoptotik aktive artisini rapor etmislerdir.” Yapilan bazi calismalarda ise p38
ve MAPK aktivasyonunun ROT iiretiminden bagimsiz oldugu rapor edilmistir.** Bizim
calisma hipotezimiz, giiclii bir antioksidan Ozellige sahip resveratrol uygulamasi ile
apoptozisin uyarilmasi ve hiicre proliferasyonun azaltilmasi temeline dayanmaktadir.
Resveratroliin antioksidan etkisinin p38 ve MAPK yolaklari tizerinden tetiklendigi yapilan
caligmalar ile gosterilmistir. ROT’lar hiicrede siklin mRNA seviyesini arttiran hiicre
siklusunda G;i-S fazmna gecis gibi Onemli gorevleri yerine getirmektedir. Bu durumun
hiicrede olusan bir redoks kontrolii kayibini sagladigi ve kontrolsiiz ¢ogalmalarin oniine
gecilemedigi belirlenmistir. Oysa yapilan bazi ¢aligmalarda, MCF-10A kanser hiicre hatti
gibi hiicrelerin antioksidan madde uygulamasi ile proliferasyonun azaldigi G3-S fazina
gecisin engellendigi ve siklin D1’in sentezinin azaldigi belirtilmigtir.***

Diger taraftan gevresel kanserojen sodyum arsenitin meme kanser hiicrelerinde ROT
iiretimini uyararak hiicre siklusunda S fazina gecisi hizlandirdig: tespit edilmistir.* Benzer
olarak benzo (a) piren kinonlar (BPQs) biiytime faktorlerinin sinyallerini taklit ederek
memeli epitel hiicrelerinde H;O, ve SOD sentezi {lizerinden proliferasyonu arttigi

gésterilmistir.146 Ayrica pankreas kanser hiicreleri ile normal pankreas hiicresi ROT
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seviyelerinin karsilastirilmasi ile yiiksek ROT seviyesinin hiicrelerin ¢ok hizli olarak
boéliinmesi sonucu olustugu belirlenmistir.®®  Yine yapilan ¢alismalarda, endojen
antioksidanlardan MnSOD, Cu/ZnSOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
pankreas tiimor hiicrelerinde boliinme hizin1 azalttigi rapor edilmistir.™*"**®  Bizim
caligmamiziin biyokimyasal total antioksidan ve oksidan miktarlarinin degerlendirmesinde;
total antioksidan miktarinda ¢ok biiyiikk bir degisiklik goériilmezken total antioksidan
miktarlarinin 24 ve 48 saat resveratrol uygulamasi yapilan gruplarda degistigi belirlendi.
Verilerimizin degerlendirilmesine baktigimizda resveratrol uygulamasi ile hiicresel ROT
tiretimin azaldig1 ve literatiirle benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Ozetle; resveratrol uygulamasi ile hiicrede endojen antioksidan miktariin artig:
indiiklenmektedir. Bu endojen antioksidan maddelerin hiicresel siklusda 6zellikle G1-S
fazina gecisi engelledigi yapilan bir¢ok calisma ile de gosterilmistir. Ayrica antioksidan
uygulamalarinin  hiicrede apoptoz aktivitesi iizerine pozitif etki gostermis olmasi
antioksidanlarin antikanserojen etkisini ortaya koymaktadir. Bu etki bircok kemoterapatik
olarak da kullanilan ilaglarin etki mekanizmasina benzer olarak hiicre i¢gi ROT artisiyla
tetiklenen p38 ve MAPK metabolik yolag: iizerinden hiicre i¢gi ROT artis1 olugturmadan
sagladigi belirlenmistir. Yine hiicresel siklusta ve apoptotik aktivitede nemli rolleri bulunan
p53 geni ekspresyon diizeyindeki artigda resveratroliin kanser tedavisinde kullaniminin
onemli sebeplerinden birisidir. Hiicrede meydana gelen 6zellikle DNA hasar1 durumunda
uyarilan p53 geni ¢ogu tiimor hiicresinde mutant olarak sentezlenir ve hem DNA hasarinin
tamirini hem de apoptozun uyarilmasini yerine getirememektedir. Oysa resveratrol
uygulamasinin vahsi tip p53 ekpresyon miktarini arttrdigi belirlenmistir. Bu yolla DNA

hasar1 olugsmus kontrolsiiz ¢ogalan kanser hiicrelerinde, hiicre siklusunun kontrolii ve

apoptozisin uyarilmasini saglayabilecegi diisiiniilebilir.
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Sonug olarak, dstrojen pozitif meme kanser hiicrelerinin ¢esitli dozlarda ve siirelerde
resveratrol uygulamasi neticesinde hiicresel total antioksidan madde miktarinin artisi, total
oksidan madde miktarinin degismemedigi belirlenirken p53 gen ekpresyonundaki artis
yapilan RT-PCR ve immunsitokimyasal analizler sonucunda tespit edilmistir. Ayrica pro-
apoptotik proteinlerden Bax aktivitesinin artisi tespit edilmistir. Resveratrol uygulamasinin
bu etkilerine bakildiginda, meme kanseri tedavisinde koruyucu ve tedavi amacgli olarak

kullanilabilecek bir ajan olabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglar1 6zetleyecek olursak;

1- Resveratrol maddesi sitotoksitite analizleri yapilarak ¢alismamiz i¢in en etkili
dozlar belirlenirken resveratroliin baskilayici konsantrasyon (IC50) degerleri (24 saat igin;
87.5 uM ve 48 saat i¢in 85.5 uM) belirlendi.

2- Antioksidan bir madde olan resveratroliin hizli ¢ogalan tiimor hiicreleri ile
muamelesinde antioksidan ve oksidan seviyelerinde olusan degisim belirlenirken bunlarin
hiicre ¢cogalimi ile olan etkilesimi korrele edildi.

3- Calismada tiimor silipresor gen olarak bilinen p53 geni ekpresyonu hem
immunsitokimyasal hem de RT-PCR metotlari ile belirlendi.

4- Resverarolin MCF-7 hiicre hatt1 t{izerindeki apoptotik deger artisi Bax
immunfloresan boyamasi ile tespit edildi.

5- Calismadan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi, yeni ila¢ tedavi stratejilerinin
ya da yeni tedavi ajanlarmin gelistirilmesine katkida bulunabilecektir. Ozellikle meme
kanserli hastalarda tedavide basarisizliklar sik rastlanan bir durumdur. Bu tiir durumlarin
onlenmesi amaciyla gii¢lii antioksidan ve antikanserojen ilaglarin kullaniminin 6nemi tekrar
edilmis oldu.

Calismamizda elde edilebilecek ¢ikarimlar 6zetledigimizde ise;

Son yillarda kanser tedavisi i¢in diinyada birgok yeni stratejileri caligilmaktadir.
Kanser tedavilerinde kullanilan kemoteropatiklerin hedef hiicrelerden baska ozellikle
karaciger ve bobrek gibi hayati organlar {izerinde de oldukca toksik etkileri bulunmaktadir.
Bu etkiler géz oniline alindiginda, antikanserojen 6zellik tasiyan maddelerin farmakolojik
ajanlar ile kombine kullaniminin denmi ortaya ¢ikmaktadir.

Bunlara ek olarak, kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ROT artis1 ile hiicre

Oliimiiniin tetiklendigi bilinmektedir. Bu durumda, hedef hiicrelerde daha fazla DNA hasari
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ve mutasyon olusumu tetiklenebilmektedir. Bu durumda hiicrelerde proliferasyonu arttiran
bir diger faktor gelisebilmektedir.

Bizim c¢alismamiz, Kkanser tedavisinde etkinligin arttirllmasi, DNA hasarlarinin
Onlenmesi ve birtakim ila¢ direnglerinin gelisiminin engellenmesinde etkili olabilecek
redoks dengesi tabanli yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilecektir.
Ayrica, tiimor hiicrelerinin segici 6liimiiniin uyarilmasi i¢in yeni bir bakis agis1 saglayarak,

yapilacak olan daha detayli molekiiler calismalara kaynak teskil edecektir.
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EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

“2012.2.10 “SAGLIK BILIMLERI ETIK KURUL KARARI 08.05.2012

2/10 -Enstitlimiiz Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Doktora 6grencisi
Adem KARA’ min “ Resveratroliin Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriindeki p53
Araali Apoptoz Aktivasyonunun ve Sitotoksisitesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR), Immunsitokimya ve MTT Yontemleriyle Arastirilmas)” tez

konusu goriisiildii;

[gilinin tez konusunun etik degerlere uygun oldugu mevcudun oybirligi ile,

ADI SOYADI

GOREVI

IMZA

Prof. Dr. Funda BAYINDIR

Saghik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul
Bagkam

Dog. Dr. Ayse OKANLI

Saghk Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul /

Baskan Yardimcisi

Prof. Dr. Samih DIYARBAKIR

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Prof.Dr.Yavuz Selim SAGLAM

Saghk Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Prof, Dr. H. Inci GUL

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Dog¢.Dr.Ahmet YILDIZ

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Dog. Dr.Abdulkadir YILDIRIM

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Yrd.Dog.Dr.Engin SAYGIN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi

Yrd. Dog. Dr. Ilhan SEN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul Uyesi
ve Raportor
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