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Onsoz

Bilime olan ilgim 6 yasindayken basladi. O zamanlar bilim insan1 olmak en biiylik
hayalimdi. Lise doneminde biyoloji Ogretmeniminde etkisiyle bu ilgim daha da
harmanlandi1. 2015-2019 yillar1 arasinda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi’nde
Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinde lisansim1 tamamladiktan sonra 2020 yilinda
Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans hayatima basladim.
En basta ¢ok kiymetli danisman hocam Dog.Dr.F. Zuhal EROGLU, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Bélim baskani Prof.Dr. Cumhur GUNDUZ ve béliimde bulunan
saygideger hocalarimdan aldigim egitim ve destegin etkisiyle verimli bir yiiksek lisans
egitim hayatim oldu. Bu giizel seriivende ihtiyacim olan her an da benden yardimlarini

esirgemeyen sevgili boliim arkadaglarimin katkis1 da oldukga fazlaydi.

Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasi ile Diinya’da ve Tiirkiye’de her yil artis gdsteren
ve Oliimle sonuglanan kanser tiirlerinin baginda gelen akciger kanserinde umut vaat
edecek yeni bir tedavi yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Kanser tedavisinde
onemli ¢okg¢a kullanilan kemoterapi yonteminde kullanilan en popiiler etken
maddelerden biri olan Cisplatin’e kars1 direng kazanmus kiigiik hiicreli akciger kanseri
hiicre hatt1 Calu-1 ve GRP78 gen ekspresyonu iizerinde, son yillarda bir¢ok kanser
tiirliniin ¢oklu ila¢ direnci tedavisinde olumlu etkileri olan Resveratrol’iin etkileri
degerlendirilmis ve literatiirde daha dnce bir benzeri olmayan bu tez calismasinin

sonraki literatiir ¢calismalarina referans olmas1 umulmaktadir.

[zmir, 7.09.2023 Cansu CANKAYA



Ozet

Cisplatin Direncli Calu-1Akciger Kanseri Hiicre Serisi’nde Resveratrol’iin

Grp78 Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimas

Akciger kanseri, diinyada en sik teshis edilen ve kansere baglh oliimlerin en fazla
oldugu kanser tiirtidiir. Akciger kanserinin prognozu diger kanser tiirlerine nispeten
kotiidir ve hastalarin yaklagik %75’ine ileri evrelerde teshis konulabilmektedir.
Akciger kanserinin nedenlerinin basinda % 90’lik bir oranla sigara ve tiitiin iiriinlerinin
kullanim1 gelmekte %10’luk kisim da ise radon gazi, asbest, hava kirliligine maruz
kalma ve kronik enfeksiyonlar gibi etmenler neden olabilmektedir. Tiim bunlarin
yaninda akciger kanseri kalitsal olarak da aktarilabilen bir kanser tiiriidiir. Akciger
kanseri farkli sekillerde biiyiiylip yayilan iki histolojik sinifa ayrilir. Bunlar; Kiiciik
Hiicreli Akciger Karsinomlart (KHAK) ve Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger
Karsinomlar1 (KHOAK) dir. Akciger kanserinin tedavisinde hastaligin evrelerine gore
farkli tedavi sekilleri uygulanmaktadir. Bunlar, radyasyon, cerrahi, kemoterapi
tedavisi veya hedefe yonelik yapilan tedavilerdir. Akciger kanserinde kemoterapi
tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan biri Cisplatin’dir. Cisplatin, Cisplatin veya cis-
diamindikloroplatin (Il) olarak bilinen platin bazli bir antikanser ilacidir. Cisplatin
akciger kanserinin yani sira mesane, bas ve boyun kanseri ve testis kanseri gibi pek
cok farkli kanserin tedavisinde de kullanilmaktadir. Cisplatin kullanimi oldukga
yaygin olmasina karsin tedavinin ilerleyen siireclerinde hastalarda direng gelisebilmesi
tedavinin sinirlanabilmesine neden olabilmektedir. Son donemlerde yapilan ¢aligmalar
ER stresi markert olan Glikoz Diizenlemeli Protein 78 (GRP78)’in ila¢ direnci
tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Cisplatin direng gelisiminin altinda yatan
mekanizmanin aydinlatilmast tedavi siireci agisindan olduk¢a Onemlidir ve bu
mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in daha fazla g¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir.
Bitkisel etken maddelerin kanser tedavisinde kullanimi her gegen giin artmaktadir. Bu
etken maddelerden biri olan Resveratrol’iin cisplatin direnci gelismis akciger kanser
hiicreleri tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada,
Resvaratrol’iin Cisplatin’e direngli ve duyarli Calu-1 hiicreleri iizerindeki etkileri
sitotoksisite ¢aligmasi ile ve ayrica bu hiicre hatlarinda GRP78 saperon proteinleri
tizerindeki etkileri QPCR ve apoptoz ¢alismalar ile incelenmistir. Elde edilen

sonuclara gore Resvaratrol’iin Cisplatin direng¢ gelisimini iizerindeki etkisinin ne



oldugu ve GRP78 gen ekspresyonuna etkileri neticesinde yeni bir tedavi

yaklasimina katki saglayip saglayamayacagi irdelenmistir.

Anahtar Kelimeler; Akciger Kanseri, Calu-1 hiicre serisi, Cisplatin, Resveratrol,
Grp78, ER Stresi



Abstract

Investigation of the Effects of Resveratrol on Grp78 in the Cisplatin-Resistant
Calu-1 Lung Cancer Cell Line

Lung cancer is the most frequently diagnosed type of cancer in the world and has the
highest number of cancer-related deaths. The prognosis of lung cancer is relatively
poor compared to other types of cancer, and approximately 75% of patients can be
diagnosed in advanced stages. The leading cause of lung cancer is the use of cigarettes
and tobacco products with a rate of 90%, while the other 10% may be caused by factors
such as radon gas, asbestos, exposure to air pollution and chronic infections. In
addition to all these, lung cancer is a type of cancer that can be inherited. Lung cancer
is divided into two histological classes, which grow and spread in different ways.
These; Small Cell Lung Carcinomas (SCLC) and Non-Small Cell Lung Carcinomas
(NCLC). In the treatment of lung cancer, different treatment modalities are applied
according to the homes of the disease. These are radiation, surgery, chemotherapy
treatment or targeted therapies. Cisplatin is one of the most commonly used drugs in
chemotherapy treatment in lung cancer. Cisplatin is a platinum-based anticancer drug
known as Cisplatin or cis-diaminedichloroplatin (I1). In addition to lung cancer,
cisplatin is also used in the treatment of many different cancers such as bladder, head
and neck cancer, and testicular cancer. Although the use of cisplatin is quite common,
the development of resistance in the patients in the later stages of the treatment may
cause the treatment to be limited. Recent studies show that the ER stress marker,
Glucose Regulated Protein 78 (GRP78), is effective on drug resistance. The
elucidation of the mechanism underlying the development of cisplatin resistance is
very important for the treatment process and more studies are needed to elucidate this
mechanism. The use of herbal active substances in cancer treatment is increasing day
by day. The effect of Resveratrol, one of these active ingredients, on cisplatin-resistant
lung cancer cells is not fully known. In this study, the effects of Resvaratrol on
Cisplatin-resistant and sensitive Calu-1 cells were investigated by cytotoxicity study,
and also its effects on GRP78 chaperone proteins in these cell lines were investigated
by QPCR and apoptosis studies. According to the results obtained, the effect of
Resveratrol on the development of Cisplatin resistance and whether it can contribute
to a new treatment approach due to its effects on GRP78 gene expression has been

examined.
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Kisaltma Listesi

GRP78: Glikoz Diizenlemeli protein
ER: Endoplazmik Retikulum

UPR: Unfolded protein response

ATP: Adenozin trifosfat

ABD: ATP Baglama Alan1

NDB: Niikleotid Baglama Alani

SBD: Subsrat Baglama Alan

WHO: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
KHAK: Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

KHDAK: Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

BT: Bilgisayarli Tomografi

PET: Pozitron Emisyon Tomografisi

ERST: Endoplazmik Retikulum Stres Toleransi
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

FBS: Fetal Bovine Serum

DMEM: Dulbecco’s Modified Medium

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit

DMSO: Dimetil Siilfoksit

WST-1: Water-Soluble Tetrazolium-1

MTT: 3-(4,5- dimetilyazol-2-il)-2-5 difeniltetrazolyum

bromir
PS: Fosfotidilserin
PI: Propidyum Iyodiir

PBS: Phosphate Buffered Salline (Fosfat Tamponlu
Salin)

Xl



gPCR: Gergek Zamanli PCR

GAPDH: Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz
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1.Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Akciger kanseri, diinyada en sik teshis edilen ve kansere bagli oliimlerin en sik
yasandig1 kanser tiiriidiir. Erkeklerde 6liime sebep olan kanser tiirlerinde birinci sirada
yer alirken, kadinlarda meme kanserinde sonra ikinci sirada yer almaktadir. 2018
yilinda yapilan aragtirmalara gore akciger kanserinin diinya ¢apinda 1.8 milyondan
fazla kisinin 6liimiine neden oldugu ve toplam 5 yillik sagkalim oranin da yaklasik
% 19 oldugu belirtilmektedir. Akciger kanseri teshisi konulan hastalarda hayatta kalma
orani ¢ogunlukla hastaligin erken tanisi ve tedavisine baghdir. Birgok kanser tiiriinde
oldugu gibi akciger kanserinde de tedavi esnasinda kanserli hiicrelerde, Cisplatin’e
kars1 direncin gelismasi tedaviyi olumsuz etkileyen nedenlerin basinda gelmektedir.
Akciger kanserinde ila¢ direncinin olusumunda GRP78 ve GRP78 iliskili katlanmamis
protein yaniti ( UPR=Unfolded protein response ) dnemli bir role sahip oldugu
belirtilmektedir. GRP78, endoplazmik retikulum’da (ER) molekiiler bir saperon
gorevi goren sinyal peptit dizisine sahip bir proteindir. GRP78, ER {iizerindeki
ribozomlardan sentezlenen proteinlerin uygun sekilde katlanmasi ve yanlis katlanmis
proteinlerin proteazomlara yonlendirilmesinde, ER’de kalsiyum depolanmasi ve UPR
sinyal yolaginda gorev alan molekiillerin aktivasyonunda rol oynamaktadir. Hiicrede
cesitli nedenlerle ER stresi olustugunda aktive edilmis GRP78 proteini katlanmamis
protein yanitin1 (UPR) devreye sokarak hiicrenin homeostazinin korunmasi ve yanlis
katlanan proteinlerin dogru katlanmaya yonlendirilmesi ve stress ortadan
kaldirilamadiginda hiicrenin apoptoza yonlendirilmesinde rol alabilmektedir.
GRP78’in akciger kanserinde asir1 ifade edilmesi tiimor hiicre proliferasyonu,metastaz

olusumu, ilag¢ direncinin gelismesi gibi olaylarda rol alabilmektedir.

Son yillarda, timor gelisiminde GRP78 ve GRP78 iligkili katlanmamis protein
yanitinin ( UPR ) 6neminin anlagilmasi, bilim insanlarini kanser hiicrelerinin yasadigi
kronik ER stresine iliskin yeni anlayislar ve potansiyel terapdtik hedeflerin
arastirilmasina tesvik etmektedir. Resveratrol, meme, kolorektal, karaciger, pankreas
ve prostat kanserleri tizerinde in vivo olarak uygulanmis ve olumlu etkileri oldugu
gbozlemlenmistir. Resveratrol’iin bir¢ok kanser tiirlinde bu denli olumlu neticeler
vermesi akciger kanseri icinde umut verici bir tedavi secenegi olabilecegini

diistindiirmektedir



1.2. Arastirmanin Hipotezleri

Glikoz Diizenlemeli Protein 78 (GRP78), son yillarda yogun bir sekilde ¢aligilan bir
saperon 1s1 soku proteinidir. GRP78, Amino terminalde ATP baglama alan1 ( ABD )
ya da niikleotid baglama alani ( NBD ) olarak adlandirilan ve karboksil terminalinde
substrat baglanma alani ( SBD ) olarak adlandirilan ve Sekil 1°de de gosterildigi gibi
iki bolgeden olusmaktadir.

Sekil 1. A) 1.67 A ¢oziniirlikte GRP78 ¢oziilmiis }Jppmm (PDB ID 6EOC ) x-151mm1
apo formunu gésterir. Yesil renkli kisim (NBED), kirmizi (SBD) ve mor (baglayici)
ile temsil edilir. GRP78 dizisi de protein alanlariyla ayni renkle temsil edilir.

Normal hiicrelerde GRP78, ER liimeninde bulunan proteinlerin katlanmasini
destekleyen, proteinlerin kalitesini kontrol eden ve Ca *? yoluyla ER stres sinyalini
diizenleyen molekiiler bir saperonproteinidir. Fakat timor hiicrelerinde GRP78 ve
GRP78 iliskili protein yanit1 ( UPR ) bu gorevlerini olumsuz yonde kullanarak kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olabilmektedir. UPR, tiimor hiicrelerinin asiri
ekspresyonuna sebep olarak bu hiicrelerin hizli bir sekilde ¢ogalmasina olanak
saglayabilmektedir. Ana UPR diizenleyici protein olarak GRP78, cesitli tiimor
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir. GRP78, birgok kanser tiirtindeki
hiicreler de oldugu gibi akciger tiimor hiicrelerinde de kemoterapi direnci ile birlikte
tlimdrijenez, apoptoz, otofaji, istila ve metastaz dahil olmak iizere tiimdr biyolojisinin

cesitli asamalarinda rol alabilmektedir.



Resverstrol’iin ¢esitli kanser tiirleri ile yapilan in vivo caligmalar sonucunda olumlu
etkileri oldugu bilinmektedir. Resveratrol’iin bu kadar etkili bir etken madde olmasi
calismamizin hipotezi olan Cisplatin direngli akciger kanser hiicrelerinde direng
degisimi lizerinde ve GRP78 gen ekspresyonunu baskilamada etkili olabilecegi

ihtimalini bizlere diisiindiirmiis ve bu nedenle bu arastirma planlanmstir.

1.3. Arastirmanin Varsayimlari

Cisplatin’e direngli Calu-1lhiicre hattinda Resveratrol’iin hiicreler lizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla Cisplatin’e karst duyarli ve direngli Calu-lhiicreleri
kullanilmistir. Calu-1 hiicrelerine belirli dozlarda Cisplatin uygulanarak Cisplatin’e
kars1 diren¢ kazandirilmis, ardindan bu duyarli ve direngli hiicrelere belirli dozlarda
Resveratrol uygulanarak sitotoksisite, apoptoz deneyleri gerceklestirilmis ve ayrica
GRP78 gen ekspresyonu iizerindeki etkisi saptanarak KHDAK hiicreleri i¢in yeni bir

tedavi segenegi olabilirligi arastirilmistir.

1.4. Arastirmanin Simirhihiklar

Arastirmamizin hasta serumu veya doku 6rneginden direkt olarak elde edilen hiicreler
ile in vivo olarak yapilan bir ¢alisma olmamasi , laboratuvar ortaminda iiretilmis bir
hiicre hattinin  hiicre kiiltiiriinde calisiliyor olmasi, proje biitgesinin yeterli olmamasi
sebebiyle yapilan islemlerin smirli tutulmasi, hiicreleri ¢ézme, pasajlama veya
dondurma esnasinda hiicre morfolojisinde degisiksiklerin olusabilmesi ve tiim bunlara
ek olarak hiicrelerin flaks icerinde etiivde saklandig sirada kontaminasyona maruz

kalabilme riskinin mevcut olmasi arastirmamizin siirliliklarini olusturan etkenlerdir.



1.5. Arastirmanin Amaci

Diinyada en sik rastlanan ve kansere bagli 6liimlerin baginda gelen akciger kanseri her
yil milyonlarca insanin sagligini tehdit etmekte ve yasam kalitelerini olumsuz yonde
etkilemektedir. Birgok kanser tiirtinde oldugu gibi akciger kanserinin tedavisinde de
kemoterapi yontemi uygulanmaktadir. Yapilan tedaviler sonucunda bir¢ok hastada
kemoterapide kullanilan Cisplatin isimli ilaca karsi kanserli hiicrelerinin direng
kazandig1 ve kemoterapi tedavisinin olumsuz sonuglandigi, hiicrelerin ¢ogalmaya
devam ettigi gozlemlenmektedir.Yapacagimiz bu tez c¢alismasinin amaci; g¢esitli
kanser tiirlerinde olumlu etkileri gézlemlenmis antioksidan 6zellige sahip ve dogal
fitoaleksin olan Resveratrol’lin Cisplatin direnc¢li ve duyarli hiicrelere uygulanmasi
sonucunda direng gelisimi ve ER stresinde énemli rolii olan GRP78’in gen ifadesinde
ne tir degisiklikler  olusturdugunun  gbzlenmesi ve daha ileri
caligmalarla  Resvaratrol’in  tedavi amaciyla kullanilip kullanilamayacagini

irdelemektir.



2.Genel Bilgiler
2.1. Akcigerin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Akciger, gogilis boslugunda, gogiis kafesinin i¢inde bulunan ve Plevra adi verilen
koruyucu bir zarla ¢evrili solunum ve dolasim sisteminde gorevli bir organdir. Esnek
ve siingerimsi bir yapist vardir. Biri sag digeri solda olmak {izere iki adettir. Sag
akciger 3 lob, sol akciger ise 2 lobtan meydana gelmektedir. Sol akcigerin iigiincii
lobunun yerinde kalp bulunmaktadir. Bu sebeple sag akciger sol akcigerden daha
blyiiktiir. Akcigerin en 6nemli fonksiyonu disaridan aldig1 hava igerisinde bulunan
oksijenin alveollerin etrafinda bulunan kilcal damarlar ile kana karismasini ve ayrica
diger organlardan gelen kirli kanda bulunan karbondioksitin alveollerden disariya
atilmasii saglamaktir. Akciger ayni zamanda bosaltim sistemi organi gibi iglev
gérmektedir. Ornegin; alkoliin bir kismi, anestezik maddeler vb. solunum yoluyla
disar1 atilir. Viicut pH min dengede tutulmasi da akcigerin bir diger fonksiyonudur.
Akciger, viicut sivilarindaki karbondioksit miktarina gére solunum sayisini, derinligini

artirarak veya azaltarak viicudun asit-baz dengesini korumaktadir.

2.2.Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak g¢ogalmasiyla
olugsmaktadir. Bu kanser, diinyada en sik teshis edilen kanser tiirii olmasinin yaninda
kansere bagl 6liimlerin en sik yasandigi kanser tiiriidiir. Akciger kanserinin prognozu
diger kanser tiirlerine nispeten kotiidiir ve hastalarin yaklasik %75’ine ileri evrelerde
teshis konulur. Akciger kanserinin nedenlerinin basinda %90’lik bir oranla sigara
kullanim1 ve tiitiin tirtinlerinin kullanimi gelmektedir. Geriye kalan %10’luk kisim ise
radon gazi, asbest, hava kirliligine maruz kalma ve kronik enfeksiyonlar gibi akciger
karsinogenezine katkis1 olan etmenlerdir. Tiim bunlarin yaninda akciger kanseri

kalitsal olarak da aktarilabilen bir kanser tiirtidur.

2.2.1. Patogenez

Diinya Saghik Orgiiti (WHO) akciger kanserini skuamoz hiicreli karsinom,
adenokarsinom, biiylik hiicreli karsinom ve kiigiik hiicreli karsinom olmak tizere dort

ana tipte tanimlamaktadir. Bu timérler genellikle histolojik yapilar: ve tedavilerindeki
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farkliliklara gore ise iki gruba ayrilirlar: kiigiik hiicreli karsinomlar (KHAK) ve kiigiik
hiicreli dis1 karsinomlar (KHDAK). Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK), tim
akciger kanseri ¢esitlerinin % 15’ini temsil etmektedir. Proliferatif hizi, kolay niiks ve
erken metastaz Ozellikleri nedeniyle kotii prognoza sahiptir. Cogunlukla tiitiin
kullanimi1 sonucu olusan tiiriidiir. Son 50 yilda, 40 dan fazla faz 3 denemesi dahil ¢ok
sayida klinik c¢alisma yapilmasina ragmen bu hastalarda 5 yillik sagkalim oram
% 7 ‘nin altinadir. Cogu hasta tanidan sonraki 1 yil igerisinde hayatini kaybetmektedir.
KHAK'in kullanilan standart birinci basamak kemoterapik tedavisi etoposid ile

kombine edilmis Cisplatin veya Carboplatindir.

Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK), akciger kanseri gesitlerinin % 85’ini

olusturmaktadir ve {i¢ ana tiirii bulunmaktadir:

Adenokarsinom: akciger kanserlerinin % 40’1n1 olusturmaktadir ve mukos salgilayan
hiicrelerin erken evresinde goriilmektedir. Cogunlukla sigara kullanan veya eskiden
sigara kullanmis bireylerde goriilse de hi¢ sigara kullanmamis kisilerde de en sik
rastlanan tlirdiir. Genglerde ve kadinlarda goriilme sikligt daha fazladir.
Adenokarsinom genellikle akcigerlerin dis bolimlerinde olusan ve nispeten daha

yavas biiyliyen bir tiirdiir.

Skuamoz  hiicreli karsinom: Akciger kanserlerinin % 30’luk kismim
olusturmaktadir. Skuamoz hiicreli akciger tiimorleri siklikla akcigerin orta kisminda
veya sol veya sag brong gibi ana hava yolunda meydana gelir. Gelisim nedeni

cogunlukla sigara kullanimiyla iliskilidir.

Biiyiik hiicreli karsinom: Akciger kanserlerinin % 15’lik kismin1 kapsamaktadir.
Akcigerlerin herhangi bir bolgesinde goriilen tiiriidiir. Hizli yayilma ve biliylimeye

yatkindir, bu durum tedavisini gii¢lestirmektedir.

2.2.2. Tani, Evreleme ve Tedavi

Akciger kanserinde fiziki muayene ve tibbi ge¢misin yani sira yapilan bazi testler de
tan1 konmasma yardimci olmaktadir. Bu testler: gogilis rontgeni, akciger grafisi,
bilgisayarlir ~tomograrafi (BT) taramasi, pozitron emisyon tomografisi
(PET) taramasi, PET/BT taramasi, kemik taramasi, bronkoskopi, mediastinoskopidir.

KHDAK yayilma durumuna goére I, I, IHIA-IIIB ve IV olmak {izere 5 evrede
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degerlendirilmektedir. Erken evre olan | ve 1l. evrede hastalar cerrahi yontemle tedavi
edilebilmektedir. Bu durumda akcigerin hasarli olan lobu veya loblariin bir kism1 ya
da tamaminin alinmasi s6z konusudur. IITIA evresindeki hastalara cerrahi yonteme ek
olarak ilag tedavisi de uygulanirken, IIIB evresi ve IV. evre cerrahi yontemlere uygun
olmayan evreler oldugu icin bu evrelerdeki hastalara kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri uygulanmaktadir. IV. evre hastalarda iyilestirme miimkiin olmadigindan
semptomler1 azaltmaya ve hastanin yasam siiresini birka¢ ay daha uzatmaya yonelik

tedaviler uygulanmaktadir.

2.3. GRP78

Glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78); ER bulunan, proteinlerin katlamasinda rol
oynayan, olusan proteinlerin kalitesini kontrol eden ve Ca*? yardimiyla UPR sinyal

yolaginda yer alan proteinleri diizenleyen bir saperondur.

GRP78 ekspresyonu, hiicrenin sekerden kisitlanmasi ve hiicrenin glikosilasyonunu
engelleyen reaktiflere maruz kalmasi, ER’den golgiye protein transportunun
bozulmasi, ER limeninde Ca un azalmasi gibi olaylar yaninda mutasyon, radyasyon
ve enfeksiyon gibi ER stresine neden olan durumlarda artmaktadir. GRP78 iki
fonsiyonel alandan olusur. Bunlar: Niikleotid baglama alan1 (NBD) ve substrat
baglama alan1 (SBD) dir. NBD ATP’yi baglayip hidrolize etmekle, SBD ise
polipeptitleri baglamakla gorevlidir. GRP78, son yirmi yilda yogun olarak incelenen
bir 1s1 soku proteinidir. Normal hiicrelerde GRP78, ER’deki katlanmamis proteinlerin
veya yanlis katlanmis proteinlerin hiicresel bozunma mekanizmalar1 sayesinde
bozunmasinda veya bu proteinlerin yeniden katlanmasinda gorevlidir. Kanser
hiicrelerinde GRP78 ekspresyon artisinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina zemin

hazirlayan bir faktor oldugu belirtilmektedir

2.3.1. GRP78’in Akciger Kanseriyle Iliskisi
ER stresi, kanser hiicrelerinin olusumunun erken donemlerinde GRP78 ve diger
saperon proteinlerin ekspresyonlarinin artisina neden olabilmektedir. Saglikli akciger
hiicreleriyle karsilastirildiginda, kanserli hiicrelerde GRP78 mRNA ve protein
7



seviyelerinde bir artis gézlenmektedir. GRP78 ekspresyon seviyesindeki bu artigin
akciger kanserinin olusumu ve farklilasmasiyla iligkili oldugu bildirilmektedir. Bir¢ok
hiicre tipinde asir1 GRP78 ekspresyonu, apoptozu ve ER stresini azaltarak kanserli
hiicrelerin kemo-direncini arttirmaktadir. GRP78, akciger kanseri hiicrelerinde ER
stres toleransinin (ERST), Cisplatin tedavisi esnasinda AKT sinyal kaskadinin aktive
edilmesine neden olarak, parental hiicre dizilerine gore daha kolay hayatta kalmasini
saglayabilmektedir. GRP78 ‘in tiimor biyolojisindeki kilit faktérlerden biri olmasi
bilim insanlarina akciger kanseri iizerinde onemli klinik etkileri olabilecegini
diistindiirmektedir; tiimor tedavisinde hedef olarak kullanilabilmesi, klinikte yaygin
olarak kullanilan ilaglarin terapdtik etkilerini arttirabilecek olmasi ve akciger kanseri
hastalarinin prognozu ve degerlendirilmesinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi

bunlardan bazilaridir.

2.4. Cisplatin

Cisplatin ya da cis-diamindikloroplatin (I1), testis, yumurtalik, akciger, bag ve boyun,
mesane , rahim agzi1 ve melanom gibi birgok kanser tiirlerinin tedavisi i¢in en uygun
ve en yaygin olarak kullanilan platin bazli bir kemoterapétik ilagtir. Karsinomlar,
sarkomlar, lenfomalar ve germ hiicreli tiimorlerde de etkilidir. Cisplatin, hizli bir
sekilde degisime ugrayarak aktif olmayan metabolitlerine doniigebilen bir terapotik
ajandir. Baglangi¢ plazma yar1 omrii 25-49 dakika, dagilim sonrasi yar1 dmrii ise 58-
73 saattir. DNA ¢ift zicirinde piirin bazlariyla ( A, G ) ¢apraz baglanma yapip, DNA
onarim mekanizmalarina etki ederek kanserli hiicrelerde apoptozu indiiklemektedir.
Yan etkileri ( gen¢ hastalarda ciddi bobrek sorunlari, alerjik reaksiyonlar,
enfeksiyonlara karsi bagisikligin azalmasi, gastrointestinal bozukluklar, kanama,
isitme vb. ) ve tiimdr hiicrelerinin Cisplatin’e karsi olusturdugu ila¢ direnci gibi

olumsuzluklar bu ilacin kullanimin1 ve etkisini sinirlayan etmenlerdir.

2.5. Resveratrol

Resveratrol, dut, yer fistig1, ravent, ananas, ¢ilek ve 6zellikle kirmizi tiziimiin kabugu
ve cekirdeginde bolca bulunan polifenolik stilbenoiddir. Uziim kabugunda bulunan
Resveratrol’lin gii¢lii antioksidan 6zelligi, E vitamininden 50 kat, C vitamininden 30

kat daha fazladir. Diger tiim fenolik bilesikler gibi antioksidan etkisine sahip
8



oldugundan reaktif oksijen tiimorlerini temizlemektedir. DNA hasarina engel olmakta
ve hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu &nlemektedir. inflamasyon karsiti
etkisi ile doku hasarmi ve hiicresel proliferasyonu baskilamakta ve cild yapisini
korumaktadir. Tiim bunlarin yani sira Resveratrol’iin, diyabet, obezite, nérodejeneratif
rahatsizliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi kronik rahatsizliklarin
onlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica Resveratrol’iin,
immiin  hiicre  diizenlenmesi, proinflamatuar sitokinlerin sentezi ve gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alarak bagisikligi diizenledigi belirtilmektedir.



3.Gerec ve Yontem
3.1. Hiicrelerin Temin Edilmesi

Bu tez ¢alismasi i¢in kullanacagimiz akciger hiicre hatt1 olan Calu-1 hiicre hatt1 bir in
vitro hiicre hatt1 olup, Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’da bulunan
stoktan tegmin edilmistir. Calu-1 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii Sekil 2 *deki
gibidir.

Sekil 2 : Calu-1 hiicre serisi mikroskop goriintiisii

3.2. Dondurulmus Hiicre Hatlarinn Cozdiiriilmesi

Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'nda -80°C de saklanan hiicrelerin

dondurulmus haldeki hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi i¢in asagidaki islemler uygulandi.

1. Kriyotiipteki hiicrelerin {izerine 1ml besiyer eklenip pipetaj yaparak hiicrelerin

ortam igerisinde ¢ozlinmesi saglandi.

2. Coziinen hiicreler 15’lik falkonun i¢ine alindi, iizerine 9 ml daha besiyer eklendi

ve 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.

3. Santrifiij sonrasi tiipte olusan siipernatant dokiildii ve pelletin iizerine yeniden 10

ml besiyer eklenerek 1200 rpm’de 10 daha santrifiij islemi tekrarlandi.
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4. Santrifiij sonrasi falkondaki siipernatant tekrar dokiildii ve kalan pellet tizerine 1ml
besiyer eklenerek pipetaj yapildi , ardindan 50 pl hiicrelerin oldugu besiyerden alinip
tizerine 50 pl Tripan Mavisi eklendi ve bu karisim pipetajlandiktan sonra Neubauer

Lamu ile sayilarak hiicre canlilig1 belirlendi.

5. Sayilan hiicreler 10 ml ortamin bulundugu 75cm?’lik flaska ekildi.

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Cozdiriilen Calu-1 hiicreleri (Cisplatin’e duyarli ve direngli Calu-1 hiicreleri (CR-
Calu-1)), igerisinde %10’luk FBS (Fetal Bovine Serum), 5ml L-Glutemin ve 5mi
Penisilin + Streptomisin karigimi bulunan 500ml Dulbecco’s Modified Medium
(DMEM)’dan alman 10ml ortamin i¢ine konuldugu 75cm’lik flasklar iginde 37°C
sicaklikta ve %5 COz iceren etlivde ¢ogalmalari i¢in saklandi.

Cogalan hiicrelerin pasajlama, proliferasyon ve dondurma islemlerindeki hiicre
sayilarini belirlemek i¢in 50 ul Tripan Mavisi + 50 pl hiicrelerden olusan soliisyon
Neubauer Lamu {izerine almarak Inverted Mikroskop altinda saymmlari yapilds.

Hiicrelerin Neubauer Lami tizerindeki goriintiisii Sekil 3’ de gosterilmisitir.
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3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Konuldugu 75 cm?’lik flasklarin {izeyini kaplayacak sayiya ulasan Calu-1 hiicreleri
adherent ( yiizeye yapisarak tutunan hiicreler ) hiicreler oldugundan hiicre pasajlamasi

su sekilde gercgeklesti :

1. Hiicrelerin iginde bulundugu ortam dokiildii. Flaska FBS bulundurmayan ortam
eklendi ve flasklarin yilizeyi yikandi boylece flasktaki FBS’li ortam tamamen
uzaklastirildi.

2. Igerisinde hiicrelerin yiizeye yapisik halde bulundugu flaska, hiicreleri flasktan
ayirmak igin 1.5ml Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C etiivde 5 dakika kadar bekletildi.

3. Inkiibasyon sonrast hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi inverted
mikroskopla kontrol edildi. Ayrilan hiicrelerin tizerine Tripsin’in etkisini inhibe etmek
amactyla Tripsinin 2 kati besiyeri eklendi ve hiicreler 15°lik falkona alinarak 1200

rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

4. Santrifiij sonrasi hiicrelerin toplandig: falkonun siipernatanti atildi, pelletin {izerine

2 ml besiyeri eklenip pipetaj yapilarak hiicreler kaldirildi.

5. Kaldirilan hiicelerin bulundugu besiyerden 50 pl alindi tierine 50 pl Tripan Mavisi
eklenip sayim yapildi . Deney i¢in gerekli olacak kadar hiicre igerisinde 10 ml besiyeri
bulunan 75 cm?lik flasklara iyice pipetajlanarak ekildi. Deneyde kullanilmayacak

hiicreler ise saklamak igin -80°C ‘lik dondurucuya kaldirilda.

3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ( Kriyoprezervasyon )

Deneylerde kullanilmayacak olan fazla hiicreleri dondurmak i¢in sirasiyla su islemler

uygulandi.

1. Flask igerisindeki ortam dokiildii ve flaska FBS bulundurmayan ortam eklendi,
yikama yapilarak kalan besiyer uzaklastirildi.

2. Ardindan yine hiicelerin oldugu flaska 1.5ml Tripsin-EDTA eklendi, 37°C’lik
etlivde 5 dakika bekletilip hiicreler kalktiginda ekstra olarak Tripsinin 2 kat1 besiyer
eklenerek hiicrelerin oldugu bu solusyon 15°lik falkona alinip 1200 rpm’de 5 dk

santrifiij edildi.
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3. Santrifiij sonras1 falkondaki slipernatant atildi. Pellete 1ml besiyer eklenerek pipetaj
yapildi ve 50ul hiicre + 50ul Tripan Mavisi solusyonu Neubauer Lami iizerinde sayim

yapildi.

4. Sayim sonrasi tekrar ayni sartlarda santrifiij yapilan hiicrelerin siipernatanti atilip
pellet her kriyotiipte 1x10° hiicre olacak sekilde 9:loramindaki FBS+DMSO
karisimiyla buz iizerindeki kriyotiiplere alindi ve hiicre adi, pasaj sayist ve

donduruldugu tarih iizerine yazilarak -80°C’deki dondurucuya kaldirildi.

3.6. Calu-1 Hiicrelerine Cisplatin Direnci Kazandirma

Duyarli Calu-1 hiicreleri ilk olarak 5 pm Cisplatinli ortamda muamele edilerek
hiicrelerin Sum Cisplatine diren¢ kazandirilmas: saglandi. Verilen Cisplatin miktari
daha sonra 10 pm, 15um ve 20 um olarak artirildi. Son olarak 20 um Cisplatin’e direng

kazanan hiicreler direng¢li Calu-1lhiicreleri olarak kullanildi.

3.7. Hiicre Proliferasyon Deneyi

Hiicre proliferasyon deneyi, proliferasyona ugramis hiicrelerin dehidrojenaz enzim
aktivitesinin tetrazolyumu (MTT: sar1, WST1: kirmizi) kullanarak formazan (mor)
boya iiretmesiyle olusan renk degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu veya
spektrofotometre ile oOlgiilmesini saglayan bir yontemdir. Calu-1 hiicrelerinin
proliferasyon deneyi i¢in 96’lik plate’in her kuyucugunda 100 pl hiicre olacak sekilde
3’er kuyuya tekrarl hiicre ekimi yapildi. Ekimin ardindan plate 37°C deki etiivde 96
saat inkiibe edildi. 96. saatte platedeki hiicrelere, kuyucuk basma 10ul olacak sekide
WST-1 (\water- soluble tetrazolium-1) eklendi ve yarim saaat sonra 6l¢iim yapilarak
cikan hiicre sayisina bakilarak sitotoksisite deneyi i¢in kullanilacak hiicre miktar

belirlendi. Bu miktar kuyucuk basina 4500 hiicre olarak bulundu.

3.8. Sitotoksisite Deneyi

Cisplatin’e duyarli ve direngli Calu-lhiicrelerinde farkli dozlarda Cisplatin ve

Resveratrol uygulanan hiicre hatlarmin ICso degerleri WST-1 yardimuiyla belirlendi.
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WST-1 hiicre proliferasyon testi ile bagil degeri 6lgmek icin tasarlanmis basit,
kolorimetrik bir testtir. Suda ¢dziiniir tuz, hiicre kiiltiirii ortamia salinir. Inkiibasyon
siiresi i¢inde reaksiyon, hiicre kiiltiiriindeki mitokondriyal dehidrojenaz miktar1 ile
dogru orantili olarak bir renk degisikligi iiretir ve bu sekilde hiicrelerin metabolik
aktivitesi Olciilmektedir. WST-1 Testinin ¢alisma prensibi Sekil 4’de gosterildigi
gibidir.

NO, NO;

{ ] ©
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e . v 1
N ECH EC
SO;Na \j . SOyNa
SONa SO Na
WSTa Formazan
agik kirmuz- pembe turuncy

Sekil 4: WST-1 Testi'nin calisma prensibi

96’11k platelerin kuyucuklarina 3er tekrarli olarak 24,48 ve 72 saatlik WST-1 6l¢iimii
i¢cin her kuyucukta 4500 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat etiivde bekletilen
plate inverted mikroskopla incelenerek hiicrelerin kuyucuklarin yiizeyine yapisarak
cogalmaya devam edip etmedikleri kontrol edildi. Kuyucuk yiizeylerine yapisarak
¢ogalan hiicrelerin i¢inde bulundugu besiyer kuyucuklardan uzaklastirildi ve yerine
icerisinde belirlenen dozlarda da Cisplatin bulunan yeni besiyerler eklendi. (Duyarli
Calu-1 hiicrelerinde kullanilan Cisplatin dozlar1; 50, 30, 20, 15, 10 ve 5uM. Direngli
Calu-1lhiicrelerinde kullanilan Cisplatin dozlar1 ;80, 65, 50, 35, 20 ve 5 uM. Bu iki
farkli hiicre hattinda farkli dozlarin kullaniminin nedeni Direngli Calu-1hiicre hattina

kazandirilan direncin saglamasinin yapilmasiydi )

Besiyeri ortaminda bulunan duyarli ve direngli Calu-1hiicrelerine 300, 250, 200,
150, 100 ve 50uM dozlarda Resvaratrol ilave edildi.

Resveratrol verildikten sonraki 24, 48 ve 72. saatlerde bu hiicrelerin bulundugu her

bir kuyucuga 10 pl WST-1 eklenerek her yarim saatte bir olmak iizere 8 defa
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mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) 450 nm absorbans 620 nm referans
araligindaki degerlerinin dlgiimleri gergeklestirildi. Olgiimler sonucunda elde edilen
veriler Calcusyn Software programinda hesaplanarak Resveratrol igin hiicrelerin %50

sini Oldiirecek doz anlamina gelen 1Csodegeri belirlendi.

3.9. Apoptoz

Resveratrol’in Calu -1 hiicre hatt1 {izerindeki apoptotik etkisi Annexin V Kkiti
kullanilarak arastirildi. Duyarli Calu-1 hiicreleri ile direngli Calu-1hiicrelerinin her biri
icin 3x10° adet hiicreden olusacak sekilde 2 tane 25cm’lik flask igerisine ekim yapildi.
Her iki hiicre hattinin da birer flaskina sitotoksisite deneyiyle belirlenen ICsg
dozlarinda Resveratrol verilerek 48. saatte protokole uygun olarak dl¢iimleri yapildi.
Resveratrol eklenmeyen duyarli Calu-1 ve direngli Calu-lhiicreleri deneyin kontrol
gruplar olarak kullanildi. Kontrol gruplarindaki apoptoz ile Resveratrol verilen hiicre
gruplarinda meydana gelen apoptoz seviyelerine bakilarak Resveratrol’iin hiicreler

tizerindeki etkisi gézlemlendi.

Annexin V Yontemi: Normal hiicrelerde, hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde zar
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Hiicre apoptoza girerse,
normalde i¢ yiizeyde bulunan PS molekiilleri, hiicre zarinin dis yiizeyine dogru yer
degistirmektedir. Bu yer degistirme, hiicre zar1 biitiinliigiiniin bozulmadig: apoptotik
hiicre oliimiiniin erken asamalarinda meydana gelmektedir. Bu deney, protein
Anneksin V'nin kalsiyum varliginda fosfatidilserin (PS) 'e baglanma kabiliyetine
dayanmaktadir. Anneksin V boyali hiicrelere propidyum iyodiir (PI) ilavesi; canl
hiicreler, erken apoptotik ve ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda ayrim
yaptlmasina yardimci olmaktadir. Annevin V’in hiicreler {izerindeki apoptotik etki

mekanizmasi Sekil 5’de gosterildigi gibidir.

Mormal Cell Early stages of apoptosis Late stage of apoptosis

Sekil 5: Annexin V yénteminin hiicreler izerindeki apoptotik etkisi
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Annexin V Protokolii :

1.

2.

Apoptoz deneyi Resveratrol verildikten sonra ki 48. saatte sonlandirildi.
25’lik flasklara ekili hiicreler PBS ile yikanda.
Yikanan flasklara 750 pl tripsin eklendi ve 5 dakika etiivde inkiibasyon yapildi.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicrelerin {izerine eklenen tripsinin iki kat1 (1500 pl)

FBS’li DMEM eklendi ve hiicreler 15°1ik falkonlara toplandi.
Falkonlarda toplanan hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonsar1 falkonlarda olusan siipernatant dokiildii ve hiicrelere 1000 pl

PBS eklendi.

Kontrol gruplar iki tane, doz grubu bir tane olmak tlizere PBS iceren hiicreler

1.5’luk ependorflara alinarak tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiij sonras1 ependorflarda bulunan siipernatant tamamen alindu.

Iki adet kontrol grubu bir adet doz igeren ependorflardan ;

Kontrol 1: 100u] Binding Buffer

Kontrol 2: 100pul Binding Buffer + 2.5 ul Annexin V

Doz : 100pul Binding Buffer + 2.5 pl Annexin V+ 2.5 ul PI eklendi

10. 15 dakika karanlik ortamda inkiibasyonun ardindan kontrol gruplarina da PI

eklenerek BD Accuri C6 Flow akim sitometrisi cihazinda 6lgtimler yapildi.

3.10. RNA izolasyonu

RNA izolasyon ¢alismasinda Cisplatin duyarli ve direngli Calu-1 hiicrelerinin her

ikisinden de ikiser adet 25 cm?’lik flasklara Resveratrol verilecek ve kontrol grubu

olacak sekilde toplamda 4 flaska hiicre ekimi yapildi. Her bir flaskta 3x10° adet hiicre

bulunmasina dikkat edildi. Flasklara Resveratrol eklendikten sonraki 48. saatte

izolasyon ¢’ Total RNA Mini Kit*’protokoline uygun olarak yapildi.

16



Protokol:

1.

10.

11.

12.

Flasklardaki hiicreler PBS ile yikandi. Her bir flaska 7500 pl Tripsin eklenip
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi i¢in 5 dk etiivde bekletildi.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler iizerlerine 1.500 pl FBS bulunduran DMEM
eklenerek 15°1ik falkonlarda toplandi.

15’lik falkonlar 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢ikarilan hiicrelerin slipernatanti1 dokiildii. Pellet tizerine 1000 pl
PBS eklendi, pipetaj yapildiktan sonra ependorlara aktarildi ve tekrar 1200
rmp’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi hiicrelerin {izerindeki PBS alinip onun yerine 350 ul lysis

buffer eklendi. 2 dakika kadar pipetaj yapildu.

Ayni ependorflara pipetaj sonrast 350 ul ethanol eklendi ve tekrar pipetaj
yapildu.

Pipetaj sonrasi hiicrelerin oldugu solusyon spin kolonlara aktarilip tizerlerine

700 ul “’Low Stringency “ eklenerek 13000 g’de 30 sn santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast kolonun alt haznesindeki kisim dokiildii. Hiicrelerin oldugu

kolon kismina 80 pul DNaz ekledi, 15dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi kolonlara 700 pl “’High Stringency “* eklenip 130000 g’de
30sn santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolonun alt haznesindeki kisim dokiiliip kolon igerisine

700 pul ¢ ’Low Stringency ¢’ eklenerek 13000 g’de 1dk santrifiij edildi.

Santriflij sonras1 tekrar alt haznedeki kisim dokiilerek, 13000 g’de 2 dk

kurutma i¢in santriflij yapildi.

Son olarak spin kolonlara 80 ml *’ Eliition * eklenip 1dk bekletildikten sonra
13000 g’de 2 dk santrifiij edilerek kolonlardaki RNA ependorflara aktarildi.

Tim islemler bittikten sonra her bir 6rnekten 2 pl alinarak Nanodrop cihaziyla her

bir 6rnek grubundaki RNA’nin saflig1 dl¢iildii.
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3.11. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi i¢in 10 ul RNA, 10 pl hazirlanan mixten alinarak 4 6rnek olusturuldu.

Mix i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar1 asagida Tablo 1° de

belirtildigi gibi

hazirlandi.  Ornekler cihaza yerlestirildi. 2 saat 11dk.nin sonunda elde edilen

cDNA'’larin safliklar1 tekrar Nanodrop cihazinda olgiildii.

Komponentler Volumler
10X RT Buffer 2.0pul
25X dNTP Mix ( 100 mM ) 0.8 ul
10X RT Random Primer 20nul
MultiScribe™ Reverse Transkriptaz 1.0 ul
Nuclease-Free H20 42ul
Total per reaction 10.0 wl

Tablo 1 : cDNA sentezi mix icin kullanilan reaktifler ve miktarlar

3.12. gPCR Analizi

Duyarli ve diren¢li Calu-lhiicre hatlarindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak

GRP78 gen ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla Tablo 4 ‘de dizileri belirtilen

forward ve revers primerler kullanilarak PCR analizi yapildi. Yapilan qPCR analizi

calismasinda hedef gen olan GRP78 geni , housekeeping gen olarak ise Tablo 4 de

forward ve reverz gen dizileri belirtilmis olan GAPDH geni ¢alisildi . qPCR analizi
i¢in <> EnTurbo™ SYBRGreen PCR SuperMix’’ kiti kullanildi.

Protokol :

1. gPCR Analizi igin gerekli olan GRP78 primerleri kilavuzda yazdigi miktardaki

distile su ile muamele edilerek ¢6zdiirtildii.
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2. GRP78 forward primeri 718 pl, revers primeri ise 476 pl distile su kullanildi.
GAPDH geninin forward primeri i¢in ise 537 pl, revers primeri i¢in 501 pl
distile su kullanildi.

3. Primerler kullanima uygun hale geldikten sonra Tablo 2‘de belirtilen
miktarlarda sybrgreen, primer, cDNA ve niikleaz free den olusturulan mix’den
10 ml 96°lik plate kuyucuklara aktarildiktan sonra herbir kuyucuga Tablo 3°de
belirtildigi miktarlarda ornekler eklenerek 1 dakika santrifiij yapildi ve
ardindan Roche Light Cycler 480 cihazina yerlestirilerek 2 saat 15 dakika siiren
PCR analizi baslatildi.

4. Elde edilen veriler Excel ve GraphPad programlariyla analiz edildi.
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Realktifler

SYBGreen

cDNA Grnedi

Upstream Primer

Downstream Primer
ddH20

Son hacim

Tablo 2: gPCR reaksivon mixi

1 2

A GAPDH + GAPDH +
Negatif Duvarl
Eontrol Calu-1

B GRP7E GRP78 +
Negatif Duyarli
Kontrol Calu-1

Haciumler

5ul

2 ul

1 ul

1l

1l

10 ul

3 4 5

GAPDH + GAPDH + GAPDH +

Direnclhi Duyarla Diarenclhi

Calu-1 Calu-1 Calu-1
Kontrol Kontrol

GRP78 + GEP7E + GEP/E +

Direncli Duyvarli Diarenchi
Calu-1 Calu-1 Calu-1
Kontrol Kontrol

Tablo 3|: 967 lik platte kuvucuklara konulan drnekler
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Gen Primerlen

GRP7E Forward
GRPTE Reverse

GAPDH Forward
GAPDH Reverse

Tablo 4: GRP7E ve GAPDH genleninin primerlerinin baz dizilimi ve bp sayis

Primer Baz Dizilimi

5-CTGTCCAGGCTGTGTGCTCT-3°

5-CTTGGTAGGCACCACTGTGTTC-3°

5-GTCCCTCTGACTTCAACAGCG-3

57-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-

BP
21bp
22bp

21bp
22bp
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4.Bulgular
4.1. Proliferasyon Deneyi

Calu-1 hiicre hattinin sitotoksisite deneyi i¢in gerekli olan hiicre sayisini1 bulmak igin
96’11k plate 3 tekrarli olacak sekilde, her kuyuya icinde 1x10% hiicre bulunan 100 ul
FBS’li DMEM koyularak hiicre ekimi yapildi. Ekilen hiicreler, 36°C etiivde 96 saat
bekletildi. 96.satte her kuyucuga 10 ul WST-1 eklendi ve yarim saatte bir olmak tizere
8 defa Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu ile okutmalar yapilarak hiicre

sayis1 4.5x10° hiicre/mililitre olarak belirlendi.

4.2. Sitotoksisite Deneyi-1 ( Cisplatin’in Duyarh Ve Direngli Calu-1Hiicre Hatti

Canlihg1 Uzerindeki Etkisinin -1Cso Degerinin Belirlenmesi. )

Cisplatin’e duyarli ve direngli Calu-lhiicreleri icin es zamanli olarak sitotoksisite
deneyi kurularak Calu-1 hiicre hattina Cisplatin’e kars1 kag kat direng kazandirildigi
belirlenmek istendi. Bu amagla 1 platte duyarli Calu-1 diger platte direngli Calu-
lhiicre hatti olmak lizere 2 ayr1 96’lik plate 3 tekrarli olacak sekilde her kuyu
igerisinde 4.5x10% hiicre olan 100ul FBS’li DMEM eklendi ve hiicrelerin kuyucuklara
tutunmas igin 24 saat 36°C etiivde inkiibe edildi. 24. saatin sonunda kuyucuklardaki
ortam uzaklastirilarak duyarli Calu-1 hiicrelerinin oldugu platteki kuyucuklara
yukaridan asag1 sirastyla 50, 30, 20, 15, 10 ve 5 uM Cisplatin iceren FBS’li DMEM

eklendi.

Direngli Calu-lhiicrelerinin oldugu platteki kuyucuklara ise yine yukaridan asagi
olmak tizere sirasiyla 80, 65, 50, 35, 20 ve 5 uM Cisplatin igeren FBS’li DMEM
eklendi.

Her iki plate ayn1 etlive kaldirildi ve Cisplatin verildikten sonraki 24., 48. ve 72. saatte
kuyucuklara 10’ar pl WST-1 eklenerek yarim saatte bir olmak tizere 8 defa Multiskan
FC (Thermo) mikroplak okuyucusu ile okumalar yapildi.

Okumalar sonucunda elde edilen verilerin CalcuSyn programinda gerekli
hesaplamalarin yapilmasiyla ortaya ¢ikan ICso degerleri Grafik 1 ve Grafik 2’de
gosterildigi gibi CalcuSyn programinda gerekli hesaplamalarin yapilmasiyla ortaya

cikan ICsp degerleri duyarli  Calu-1 icin 48.saatte 20.66 uM , direngli Calu-1ligin 48.
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saatte 67.54 uM olarak bulundu. Direngli Calu-1lhiicrelerine ait ICso degerinin duyarl
Calu-1 hiicrelerine ait ICso degerine oranlanmasiyla 3.2 kat diren¢ kazandirilmis

oldugu saptandi.

Dose-effect curve
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Grafik 1 : Duyarli Calu-1 hiicre hatt1 Cisplatin etken maddeli sitotoksisite deneyi

analiz sonucu( ICso degeri )

Dose-effect curve
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Grafik 2 : Direngli Calu-lhiicre hatti Cisplatin etken maddeli sitotoksisite deneyi

analiz sonucu (ICso degeri )
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4.3. Sitotoksisite Deneyi-2 ( Resveratrol’iin Duyarh Calu-1 Ve Direncli Calu-
1Hiicre Hattindaki Hiicrelerin Canhligi Uzerindeki Etkisinin Yani [Cso

Degerinin Belirlenmesi. )

Resveratrol’lin, Cisplatin’e duyarli Calu-1 hiicre hatti ile Cisplatin’e direngli direncli
Calu-1hiicre hattinin canliligi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla her iki hiicre

hattindan da 96’lik 2 adet platte sitotoksisite deneyi kuruldu.

Platelerdeki her kuyucuga icerisinde 4.5x10% adet hiicre bulunan 100 pl FBS’li
DMEM koyuldu. Her dozu 3 tekrarli olacak sekide 24, 48 ve 72. saatlerde dlgiim
yapmak amaciyla ekimler tamamlandi. Ekim yapildiktan sonra hiicreler kuyucuk
yiizeylerine tutunabilsin diye 24. saat 36°C sicakliktaki etiivde inkiibe edildi. 24.
saatin sounda kuyucuklardaki ortamlar ¢ekilip yerine belirlenen dozlardaki Resverol

iceren FBS’li DMEM eklendi.

Duyarl1 Calu-1 hiicreleri igin belirlenen Resveratrol dozlar1 yukaridan agagiya sirastyla
350, 300, 200, 150, 100 ve 50 uM idi. Direngli Calu-1 hiicreleri i¢inde belirlenen
Resveratrol dozlar1 yukaridan asagiya sirastyla 300, 250, 200, 150, 100 ve 50 uM idi.

Her iki platte tekrar 36°C sicakliktaki etiive kaldirildi. Bu islemi takip eden 24, 48 ve
72. saatlerde belirlenen kuyucuklarin her birine 10 ul WST-1 eklenerek yarim saatte
bir olmak tizere 8 defa Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu ile okumalar
yapildi. Okutmalar sonucunda elde edilen verilerin CalcuSyn programinda gerekli
hesaplamalarin yapilmasiyla ortaya ¢ikan ICso degerleri Grafik 3 ve Grafik 4’de
gosterildigi gibi Duyarli Calu-1 i¢in 48.saatte 277 uM , Direncli Calu-1li¢in 48. Saatte
290 uM olarak bulundu.
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Grafik 3: Duyarli Calu-1 hiicre hattt Resveratrol etken maddeli sitotoksisite deneyi

analiz sonucu ( ICso degeri )
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Grafik 4 : Direngli Calu-1 hiicre hatt1 Resveratrol etken maddeli sitotoksisite deneyi

analiz sonucu ( 1Cso degeri)
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4.4. Apoptoz Deneyleri ( Resveratrol’iin Duyarh Calu-1 Hiicre Hatt1 Ve Direncli
Calu-1Hiicre Hatt1 Uzerideki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi. )

Resveratrol’tin Duyarli ve Direngli Calu-1lhiicre hatlar1 lizerindeki apoptotik etkisini
belirlemek amaciyla bir adet kontrol grubu bir adet etken madde verilecek grup olmak
lizere iki hiicre hattindan ikiser flaks olacak ve her flaskta 3x10° adet hiicre iceren 3 pl
FBS’li DMEM besiyeri bulunacak sekilde toplamda 4 tane 25cm? ‘lik flaska hiicre
ekimi yapildi. Ardindan hiicreler flask yiizeyine tutunmasi i¢in 24 Saat 36° C etiivde
inkiibe edildi. 24.saatte etken madde verilecek flasklardaki besiyer uzklastirildi ve
yerine sitotoksisite deneyleriyle belirlenen 1Cso degerlerindeki etken madde dozlarini
iceren 3pul FBS’li ortamlar tekrar flasklara eklendi. 48 saat boyunca yine 36°C etiivde
inkiibe edilen hiicre hatlar1 48. Saatin sonunda apoptoz analizi Annexin V yontemiyle
yapildi. Kontrol gruplariyla etken maddenin verildigi gruplardaki apoptoz oranlari
karsilagtirildiginda Duyarli Calu-1 hiicre hattinda bu oran % 52.7, Direngli Calu-
lhiicre hattinda % 62 olarak bulunmustur. Elde edilen apoptoz oranlar1 Sekil 6 ve Sekil
7’ de gosterilmektedir.

A4 Kontral AlG Reswveratrol
o Gate: (P1in all) o Gate: (P1 inall)
Fg01-1IL 21-LIF Fg01-LIL 21-LIR
0,4 % 7.0% 0,9% G, 6%
21-LR
i 1l -2

Sekil 6 : Resveratrol’lin belirlenen ICso degerlerinin duyarli Calu-1 hiicre hattina 48.

saatteki apoptotik etkisinin Annexin V sonuglari
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A4 kontraol Al resveratrol

o Gate: (P1in all) = Gate: (P1inall
% J01-UL 1-UR "% Jo1-UL Q1-UR
21% 16,0% 1,4% 11,4%
G
FEAT
%

FLzZ-A

wid B gt il o Wl 2

Sekil 7 : Resveratrol’{in belirlenen ICso degerlerinin direngli Calu-1hiicre hattina 48.

Saatteki apoptotik etkisinin Annexin V sonuglari

4.5. Resveratrol’iin GRP78 mMRNA Ekspresyonu Uzerindeki Etkisinin Analizi

Resveratrol’in Duyarli ve Direngli Calu-lhiicre hatlarindaki GRP78 geninin
ekspresyona etkisinin ne oldugunu belirlemek i¢cin qPCR Analiz yontemiyle gen
ekpresyon seviyelerinin 6lgiimii yapildi. Komplementer DNA (CDNA) Sentezi
sonucunda elde edilen cDNA 6rnekleri SYBRGreen, hedef gen olan GRP78 geni
ve housekeeping gen olan GAPDH geni primerleri ve ddH20 ile hazirlanan mix
96’lik pcr plate kuyucuklarma Tablo 2 ‘de de belirtilen hacimlerde eklendi.
ldakikalik santrifiijiin ardindan plate Roche Light Cycler 480 cihazina yerlestirildi
ve 2 saat 15 dakikalik pcr dongiisiiniin ardindan elde edilen veriler Excel’de 2"44¢
degerleri hesaplanip gen ekpresyon seviyeleri belirlendi ( Tablo 5 ve Tablo 6 ).
Yapilan analizler sonucunda Resveratrol’iin, Duyarli Calu-1 hiicre hattindaki
GRP78 geni ekspresyonunu kontrol grubuna gore 1.34 kat arttirdigin, Direngli
Calu-1lhiicre hattinda ise GRP78 gen ifadesini kontrol grubuna gére 0,55 kat

azalttig1 belirlendi.
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Ormekler Cp Degeri

Duyarh Calu-1 GRP73 22,05
Direncli Calu-1 GRP78 22,04
Duyarli Calu-1 Eontrol GRP7E 14,45
Direngli Calu-1 Kontrol GRP72 8,77

Duyarh Calu-1 GAPDH 21,52
Direncli Calu-1 GAPDH 19,82
Duyarl Calu-1 Kontrol GAPDH 12,58
Direngli Calu-1 Kontrol GAPDH 6.00

Tablo 5 : Duyarli ve Direncli Calu-1 hiicre hatlarinda GEP78 ve GAPDH 1n elde
edilen Cp degerlen



GRP78-GAPDH = 2%-ct

Oram

Duyarli Calu-1 0,69
GRP78/GAPDH

Direngi  Calu-1 0,21
GRP78/GAPDH

Duyarl Calu-1 | 027
Kontrol
GRP78/GAPDH

Direncli Calu-1 0.15
Kontrol
GRP7E/GAPDH

FC

S
Ly
L

1.46

1,00

1,00

Log2

1.54

0,00

0,00

Tablo 6 : Duyarli Calu -1 ve Direncli Calu-1 hiicre hattinda hedef genin housekeeping

gene oramyla bulunan ekpresvon degerleri
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5. Tartisma

Kanser, viicudun herhangi organ yada dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi
ve biliylimesi sonucu ortaya c¢ikan bir hastalik olup, olustugu dokuya gore
adlandirilmaktadir. Bugiin 200'den fazla kanser tiirii tespit edilmistir. En sik goriilen
ve en yiiksek oranda 6liime yol agan kanserler ise akciger, mide, karaciger, kolon ve
meme olarak bilinmektedir. Bu kanser tiirleri i¢inde birinci siray1 akciger kanseri
almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO / WHO) verilerine gore 2020 yilinda diinyada
2.21 milyon yeni akciger kanseri vakasi tespit edilmis ve yine ayni verilere gore 2020
yilinda akciger kanserinden hayatimi kaybeden kisi sayisinin 1.8 milyon oldugu
aciklanmistir. Akciger kanseri teshisi konulan hastalarda hayatta kalma oram
cogunlukla hastaligin erken tanis1 ve tedavisine bagldir. Yine DSO verilerine gore
akciger kanserine yakalanmig hastalarda 5 yillik sagkalim orani %19 civarindadir.
Akciger kanserine neden olan etmenlerin basinda tiitiin kullanim1 gelmektedir. Tiitiin
kullanimina ek olarak, aile dykiisii, ilerlemis yas, pasif i¢icilik, baz1 metallere maruz
kalmak, genetic yatkinlik, radyasyon ve hava kirliligi akciger kanserinin olusumunda
rol oynayan nedenlerden bazilaridir. Akciger kanseri, kanser hiicrelerinin 6zelliklerine
bagli olarak kiiciik hiicreli akciger kanseri ve kiiciik hiicreli olmayan kanseri olarak iki

alt tiire ayrilmaktadir.

o Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri. Akciger kanserlerinin %80 ila
85’1ini olusturur.
o Kiigiik hiicreli akciger kanseri. Akciger kanserlerinin %10 ila 15’in1

olusturur.

Kiigiik hiicreli akciger kanserinin olusumu biiyiik 6l¢iide sigara kullanimina baghdir.
Ayrica asbest ya da radon gibi bazi kimyasallara uzun siire maruz kalmak da kanser
gelisimine neden olabilir. Kii¢iik hiicreli akciger kanserinin kitle olarak saptandigi

bolgeler genellikle gégiis boslugu ya da havayolu mukozalaridir.

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin, farkli hiicre tiplerinde gelisimine bagh
olarak alt gruplari bulunmaktadir. Fakat bu gruplarin hepsi, hastaligin ilerleyisi ve
tedavi yontemlerinin benzer olmasi sebebiyle kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olarak

isimlendirilir.
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Bu alt gruplar: Skuamoz hiicreli karsinom (epidermoid karsinom), biiyiik hiicreli
karsinom ve adenokarsinom olarak adlandirilir. Bu alt gruplarin yaninda daha az
rastlanan kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri gruplari ise pleomorfik, karsinoid timdr,

tiikiiriik bezi karsinomu ve smiflandirilmamis karsinomdur.

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin tanisinda fiziki muayene ve tibbi gegmis

bilgilerine ek olarak taninin konulmasinda yardimci olabilecek testler bulunmaktadir.

Bu testler:

e Gogiis Rontgeni: Akcigerde herhangi bir anormallik oldugunda istenilen ilk
testtir.

e BT (Bilgisayarh Tomografi) Taramasi: Akciger timorlerini saptanmasinda
rutin rontgenlere gore daha iyidir. Tiimorlerin sekli, boyutu ve pozisyonunun
belirlenmesine yardimci olur.

e PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) Taramasi: PET taramasi,
viicudunuzun i¢inin 3 boyutlu (3D) resimlerini olusturan bir testtir. PET,
pozitron emisyon tomografisi anlamina gelir.

e PET/BT Taramasi: bu yontem yiiksek radyoaktivite gosteren alanlarin, BT
taramasindan gelen detayli goriintii ile kiyaslanmasina olanak saglar. Akciger
kanseri teshisi kullanilan hastalara en sik uygulanan PET taramasi teknigidir.

e Kemik Taramasi: Kanser kemiklere yayilip yayilmadigini saptamaya
yardimcidir. Bu yontem genellikle diger yontemlerin yeterli olmadigi

durumlarda kullanilir.

Akciger kanserinde hastanin saglik durumu, kanserin tiirii ve evresi gibi faktorler
g6z Onilinde bulundurularak cerrahi yontem, kemoterapi yontemi, radyoterapi
yontemi veya immiinoterapi yoOntemlerinden uygun olaniyla tedaviye
baslanmaktadir. Glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78), proteinlerin kalitesini ve
katlanmasim kontrol eden, Ca*? yardimiyla ER stres yolunu diizenleyen, ER’de
bulanan bir molekiiler saperondur. Tiimor ¢evresinde meydana gelen degisiklikleri
algilayip bu degisikliklere uyum saglayan merkezi bir stress sensorii olarak gorev
yapmaktadir. Yapilan calismalar GRP78’in akciger kanserinin kotii prognozu ve
ilerlemesiyle yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. Bu sebeple akciger
kanserinin tedavisinde GRP78’in islevinin detayli olarak bilinmesi otofaji,
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apoptoz, ilerleme, ilag direnci ve tiimdorijenez lizerindeki etkisinin arastiritlamasiyla
akciger kanserinin tedavisinde yeni bir umut kaynagi olacagi diisiiniiliip bununla

ilgili ¢esitli caligmalar yapilmaktadir.

Akciger kanserinin tedavi yontemlerinden birisi olan kemoterapi yontemi sik sik
kullanilmakta ve tedavinin gidisati agisindan olumlu sonuglarda alinmaktadir. Bununla
birlikte bazi hastalarda akciger kanserinin tekrar niiks ettigi ve kanserli hiicrelerin
kemoterapide kullanilan ilaglara kars1 direng kazandigi bu nedenle de kemoterapinin
hastaligin tedavisinde yetersiz kaldig1 sik¢a goriilen bir durumdur. Akciger kanseri
hiicrelerinin diren¢ kazandigi kemoterapi ilaglardan biri Cisplatin’dir. Cisplatin,
akciger kanseri, yumurtalik kanseri, bas ve boyun kanseri, mesane kanseri, rahim agzi
kanseri ve beyin tiimerlerinin tedavisinde sikca kullanilan platin bazli bir kemoterapik
ajandir. Kanser hiicrelerinin ilaglara direng kazanmasi bir¢ok hastanin hayatini riske
atacagindan tedavi esnasinda gerceklesmesi istenmeyen bir olumsuzluktur.
Resveratrol, basta kirmizi tiziim olmak iizere ananas, yerfistig1 gibi bitkilerde ¢okca
bulunan dogal bir fitoaleksindir. Resveratrol’iin kanserl &nleyici, kanserin olusum
basamaklarini geriletici ve erken donemde kanseri baskilayict etkisini gosteren ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir. Arastirmalarda Resveratrol’in antikanserojen
etkisinin; antiinflamatuvar, antimitojenik, parsiyel Ostrojenik (agonist/antagonist) ve
antioksidan etkisi ile ilgili olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayrica, Resveratrol’in
kardiyovaskiiler sistem tlizerindeki nitrik oksit olusumunu artiric1 ve serbest oksijen
radikallerini azaltici etkilerinin genel saghgin diizelmesine katki sagladig
bilinmektedir. Yine deneysel ¢alismalarla, Resveratrol’iin yasam siiresini uzattigi,
metabolik ve ndrodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri oldugu saptanmistir
Resveratrol’iin bir ¢ok kanser tiiriinde coklu ilag direncini tersine g¢evirip direngli
hiicreleri tekrar duyarli hale getirdigini gosteren calismalar mevcurttur. Biz de bu
calismamizda Cisplatin’e karst direng kazanmis akciger kanseri hiicrelerinde
Resveratrol’lin direng iizerinde ne tiir bir etki gosterdigi ve GRP78 gen ekspresyonu

tizerindeki etkisi arastirildi.
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Son yillarda Resveratrol’iin kanser gelisimi tizerindeki etkilerine yogunlasilarak pek
¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sitotoksisite, apoptoz ve gen

ekspresyonu verilerinin birkagi su sekildedir:

Chengzhi Chen ve arkadaglari etken madde olarak Resveratrol’ii kullandiklari
calismalarnda akciger kanseri hiicre hatti olan A549 ile kurduklari sitotoksisite
deneyinde MTT yontemiyle yaptiklar1 okutmalar sonucunda AS549 hiicrelerinin
%50’sin1 oldiirecek etken madde dozu anlamina gelen 1Csp degerini 25uM olarak

bulmuslardir (Chengzhi Chen ve ark. 2013)

Bagka bir ¢alismada Yameng Fan ve arkadaslar1 yine etken maddenin Resveratrol
oldugu ve kullandiklari hiicre hattininda A549 oldugu ¢alismalarinda A549 hiicrelerini
0 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM dozlarinda Resveratrol ile muamele edip
24,48 ve 72. saatlerde MTT ile okutmalar yapmislar ve bu okutmalar sonucunda A549
hiicre hattinin ICso degerini 91.77 uM olarak bulmuslardir. (Yameng Fan ve ark. 2020)

Bhurichaya Innets ve arkadaslar1 etken maddenin Resveratrol’iin tiirevleri olan 4,4°-(
ethane-1 , 2-diyl ) bis ( 2 — methoxyphenol )) ( RD2 ) ve 4-( 3 — hydroxyl -4 —
methoxyphenethyl )- 2 methoxyphenol ) ( RD3 ) “iin oldugu , akciger kanseri hiicre
hatlarindan A549 ve H23 hiicre hatlariyla bir ¢alisma yapmislar ve RD2 etken
maddesiyle yaptiklari sitotoksisite deneyinde A549 hiicrelerinin ICso degerini 108.6
uM, H23 hiicrelerinin ICso degerini 103,5 pM olarak belirlerken RD3 etken
maddesiyle yaptiklar sitotoksisite deneyi sonucunda A549 ve H23 hiicre hatlarinin
her ikisinde de 1Cso degerini 200 uM iizerinde bulmuslardir (Bhurichaya Innest ve
ark.2022)

Biz ise yaptigimiz bu calismada Resveratrol’ii etken madde olarak kullandigimiz
duyarli Calu-1 ve direngli Calu-lhiicre hatlariyla kurdugumuz WST-1 sitotoksiste
deneyleri sonucunda duyarli Calu-1 hiicre hattinin ICso degerini 277 uM, direngli
Calu-1hiicre hattinin ICso degerini 290 uM olarak belirledik. Buldugumuz bu ICso

degerlerinin literatiirde belirtilen ICso degerleriyle uyumlu oldugu belirlendi.
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Etken madde olarak Resveratrol’iin kullanildigi ¢alismalarin bazilarinda apoptoz

deneyleri sonucunda elde edilen sonuglara baktigimizda:

Wangping Li ve arkadaslarin yaptiklari ¢alismada, KHDAK hiicre hatt1 olan H446
hiicre hattt 40 pg/ml Resveratrol igeren besiyer igerisine 24 saat birakildiktan sonra
24. saatte Annexin V yontemiyle apoptoz deneyi yapmis ve bu deney sonucunda H446
hiicre hattindaki apoptotik orant % 40.39 olarak bulmuslardir (Wangping Li ve ark.
2020)

Oing-sheng Zhao ve arkadaslari etken madde olarak Resveratrol’ii kullandiklari
caligmalarinda A549 akciger kanseri hiicre hattina sitotoksisite deneyi sonucu
buldiklari ICsp degerindeki dozda Resveratrol ile maumele etmis ve 24. saatin sonunda
Annexin V yontemiyle yapilan apoptoz deneyi sonucunda apoptotik oran1 % 20 olarak

bulmuslardir (Oing-sheng Zhao ve ark. 2016)

Bhurichaya Innest ve arkadaglar sitotoksisite deneyinde anlattigimiz ¢aligsmalarinda
A549 hiicre hattin1 sirasiyla 10, 100 ve 200 uM RD2 etken maddesiyle muamele edip
sonrasinda yaptiklar1 apoptoz deneyi sonucunda A549 hiicrelerindeki apoptotik
oranlar1 sirastyla % 23,25, % 61,26 ve %86,30 olarak bulmuslardir. H23 hiicre hattin1
ise yine ayni etken madde ile 100 ve200 uM muamele edip %36,63 ve %75,79 oranda
apoptoza ugradiklarim1 saptamiglardir. RD3 etken maddesi A549 ve H23 hiicre
hatlaria 200 uM olarak uygulanmis ve sonrasinda yapilan apoptoz deneyi sonucunda
A549 hiicre hattinda apoptotik orani %13,25, H23 hiicre hattinda apoptotik orani
%18,57 olarak belirlemislerdir (Bhurichaya Innest ve ark. 2022)

Yameng Fan ve arkadaslar1 Resveratrol etken maddesiyle tasarladiklari apoptoz
deneyinde A549 hiicre hattina sirastyla 50 ve 100 uM Resveratrole maruz birakmis ve
sonrasinda A549 hiicre hatt1 Annexin V yontemiyle apoptoz deneyi yaparak apoptotik
oranlari sirasiyla %9,98 ve %14,47 olarak bulmuslardir (Yameng Fan ve ark. 2020)

Biz yaptigimiz bu calismada Cisplatin’e duyarli Calu-1 ve direngli Calu-lhiicre
hatlarina sitotoksisite deneyinde elde ettigimiz ICso degerlerinde Resveratrol
uygulayarak 48 saat etiivde inkiibe ettikren sonra 48. saatte AnnexinV yontemiyle
yaptigimiz apoptoz deneyinde kontrol hiicrelerine oranla duyarli Calu-1 hiicrelerinde

apoptotik orani %52.7, direngli Calu-lhiicrelerinde apoptotik orani %62 olarak

34



bulundu ve buldugumuz bu apoptoz oranlarinin yaptigimiz literariir taramasiyla elde

ettigimiz apoptoz oranlariyla uyumlu oldugu belirlendi.

Resveratrol’lin akciger kanseri hiicrelerinin ekspresyonu tizerindeki etkiyi arastirmak
amaciyla etken maddenin Resveratrol oldugu ¢alismalar yapilmis ve gen ekspresyon
seviyelerine kiyaslanarak Resveratrol’in  kanser gelisim {izerindeki etkileri

belirlenmeye calisilmigtir.

Huixia Wang ve arkadaslar1 Resveratrol’iin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin
(KHDAK) ortotopik sican dokularindaki tiimor ilerlemesine etkisini arastirmak igin
bir calisma yapmislar ve yaptiklari bu ¢alismada Resveratrol’iin NSCLC ortotopik
sican dokularindaki tiimorlii genlerin ekspresyonununda anlamli bir azalmaya yol

actigini saptamislardir (Huixia Wang ve ark. 2020)

Wangping Li ve arkadaslar1 akciger kanseri hiicre hatti olan h446 hiicre hattini
Resveratrol ile muamele ettikten sonra H446 hiicre hattindaki gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerini gormek amaciyla PCR analizi yapmis ve elde ettikleri veriler
15181nda Bax geninin ekspresyonunda azalma oldugunu belirlemislerdir. (Wangping Li

ve ark. 2020)

Bagka bir calismada Yan Lin ve arkadaslari Resveratrol’iin ER stresi ve buna bagl
genlerin ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada
kardiyomiyosit hipertrotisinin Resveratrol tarafindan inhibe edilmesinin ER stresini
nasil etkiledigi arastirmiglar. ER stresi ve apoptotik faktorlerinin gen ekspresyonlarini
belirlemek amaciyla yaptiklari PCR analizleri sonucunda Resveratrol’im GRP7S,
GRP94, CHOP, Bcl-2 ve Bax gen ifadelerinin azalmasina neden oldugunu
belirtmislerdir (Yan Lin ve ark. 2016)

Literatiir taramalar1 yapildiginda Resveratrol’iin etken madde olarak kullanildig1 ve
GRP78 geninin ekpresyonunu iizerindeki etkilerinin arastirildigi baska bir ¢alisma
bulunmadigindan bizim bu aragtirmamizda GRP78 gen ekspresyon seviyesinin Yan
Lin ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismada bulduklari GRP78 gen ekspresyonu
sonucuyla kiyasladigimizda duyarli Calu-1 hiicre hattindaki GRP78 gen
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ekpresyonunun artig gosterdigi ve bu nedenle literatiir ile uyumsuz oldugu , direngli
Calu-1hiicre hattindaki GRP78 gen ekspresyon seviyesinin ise literatiirde belirtildigi
gibi bir azalma gosterdigi ve bu nedenle literatiir ile uyumlu oldugu belirlendi. Bu
konuda daha fazla ¢alisma yapilarak daha kesin sonuglarin elde edilmesinin dogru

olacagini diistinmekteyiz.
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Sonug¢ ve Oneriler

Resveratrol son 10 yilda bir¢ok projede yer almis ve kanser tiirleri tizerinde de olumlu
etkileri bulunan bir etken maddedir.Coklu ila¢ direnci kazanmis kanser hiicreleri
lizerinde yapilan caligmalarda etken maddenin Resveratrol oldugu gruplarda ilag
direnglerinin inhibe edilmesi konusunda olduk¢a basarili oldugu gozlemlenmistir.
Diinyada en ¢ok rastlanan kanser tiirii olan akciger kanserinin farkli gruplarinda da
Resveratrol’iin etken madde oldugu ¢aligmalar yapilmis ve hala yapilmaktadir. Bizde
bir akciger kanseri alt grubu olan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri ( KHDAK )
hiicre hatt1 olan Calu-1 hiicreleriyle yaptigimiz ¢calismada Duyarli Calu-1 hiicre hatti
ve Cisplatin’e kars1 direng kazanmig Calu-1 hiicre hattiyla etken maddenin Resveratrol
oldugu bu calismamizda yaptigimiz Sitotoksisite, apoptoz ve gen ekspresyonu
deneyleri sonucunda Resveratrol’iin Cisplatin’e karsi diren¢ kazanmis Calu-1
hiicrelerinden elde edilen verilere bakarak ¢oklu ilag direncinde iiretimi artan ER stres
saperonu olan GRP78 geninin ekspresyonunda azalmaya yol agtigini belirledik.
Resveratrol’iin akciger kanseri iizerindeki etkisini saptamak amaciyla yapilmis diger
calismalarla kiyasladigimizda c¢alismamizin literatiir ile uyumlu oldugunu
gozlemledik. Buda bize Resveratrol’iin akciger kanserinin tedavisi agisinda umut vaad
eden bir etken madde oldugunu disiindiirdii. Yapilan caligmalar g6z Onilinde
bulundurularak Resveratrol’lin akciger kanseri tedavisinde kullanilabilirligiyle ilgili
daha ¢ok ¢aligmanin yapilmasi ve boyle dogal etken maddelerin akciger kanseri basta
olmak {izere bircok kanserin tedavisinde kullanimina olanak saglayabilecegi

degerlendirmesini yaptik.
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Ekler

Arastirmada kullanilan “Etik Kurul Onay Belgesi”, “Goniillii Onam Formu”, “Olgu
Rapor Formu” eklenmeli ve arastirmacinin gerekli gordiigii diger belgeler bu boliimde

belirtilmelidir.
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Tesekkiir

Ege Universite Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladigim
giinden bu giine kadar benden destegini hi¢ esirgemeyen her konuda elinden gelen
yardimi yapan ¢ok kiymetli danisman hocam Sn. Do¢.Dr. F. Zuhal EROGLU ve
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Baskan1 Sn. Prof.Dr. Cumhur GUNDUZ’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans hayatim boyunca tanimaktan onur duydugum ve yaptiklar
caligmalardaki azim ve sabirlarina hayran oldugum, ihtiyacim olan her konuda yardim
istegimi geri ¢evirmeyip ellerinden gelen her yardimi en iyi sekilde yapan, hem
arkadasim hem yol gdsterenim olan, Doktora Ogrencisi Sn. Biisra BARA’ya, Doktora
Ogrencisi Sn.Semahat CELIKTEN e, Doktora Ogrencisi Sn.Ayse CEKIN’e

Yiiksek lisansa bagladigim giinden beri hem tez ¢calismamda hem de sosyal hayatimda
her zaman yanimda olan laboratuvar yontemlerindeki bilgilerinden tez yazmadaki
deneyimlerine kadar her konuda elinden geleni sonuna kadar yapan ¢ok degerli
Doktora Ogrencisi Sn. Ayshan GULMALIYEVA’ya, laboratuvar ¢aligmalarinda
hem yardimlariyla hem de sundugu 6nemli bilgilerle elim kolum olan kiymetli
arkadaslarim Yiiksek Lisans Ogrencisi Sn. Besne CELIK’e ve Yiiksek Lisans
Ogrencisi Sn. Hilal BASYEGIT’ e

Hayatim boyunca hep yanimda olan attigim her adim ve aldigim her kararda beni
sonsuz destekleyen ve sonu¢ ne olursa olsun hep arkamda duran, bugiinlere
gelebilmem i¢in ellerinden gelen her fedakarlig1 yapan ve essiz sevgilerini benden hig

esirgemeyen hayatin bana bahsettigi en biiyiik hediye olan Canim Ailem’e

Sonsuz minnet ve Tesekkiirlerimi sunarim...

[zmir, 7.09.2023 Cansu CANKAYA
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