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OZET

MCF-7 HUCRELERINDE OKSIDATIF HASARA KARSI CISPLATIN ILE
KOMBINASYONDA RESVERATROLUN SINERJIK ETKISI VE OKSIDATIF
STRES INDEKSI

Arda SEVER
Biyokimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2018
Danisman: Dog. Dr. Filiz OZDEMIR

Diinya genelinde, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime kanser neden
olmaktadir. Meme kanseri, kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii olmasi nedeni ile
onemli bir saglik problemidir. Cisplatin (CDDP); akciger, rahim, meme, testis ve beyin
kanseri gibi pek ¢ok kanser tiirline karsi siklikla uygulanan bir kemoterapi ajanidir.
Cisplatin, hiicrelerde DNA hasar1 ve oksidatif stres olusturarak etki gostermektedir.
Resveratrol (RSV), kuvvetli antioksidan 6zellige sahip olan, stilbenler grubuna ait bir
flavonoiddir. RSV’nin anti-kanser, 6strojenik/anti-gstrojenik, anti-inflamatuvar, anti-
koagulant ve dolasim sistemini koruyucu gibi pek cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, CDDP ve RSV’nin kombinasyon halinde
kullaniminin, MCF-7 meme adenokarsinom hcreleri lizerindeki apoptotik ve oksidatif
stres olusturucu etkileri ele alinmistir. CDDP ve RSV’nin MCF-7 hicreleri Uzerindeki
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amact ile MTT yontemi kullanilmistir. MTT deneyi
sonucunda CDDP ve RSV’nin ICsp degerleri sirasiyla 96+£12 pM ve 180+16 UM olarak
hesaplanmustir. Elde edilen ICso degerlerinin yiizdeleri izerinden KM30 (28,8 uM CDDP
+ 54 uyM RSV) ve KM40 (38,4 uM CDDP + 72 pM RSV) kombinasyonlar
olusturulmustur. CDDP, RSV ve kombinasyonlarin hiicreler {izerindeki apoptotik
etkileri, Annexin/Pl, MMP ve TUNEL yontemleri ile belirlenmisgtir. KM40
kombinasyonu, apotozun belirlemesi amaci ile yapilan tiim deneylerde, CDDP ve
RSV’nin tek basina uygulandigr gruplardan daha yiliksek oranda apoptoza neden
olmustur. Maddelerin hucrelerin oksidatif dengeleri tzerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaci ile Total Antioksidan Durum (TAS) ve Total Oksidan Durum (TOS) kolorimetrik
yontemleri kullanilmig ve bu deneylerden alinan veriler kullanilarak Oksidatif Stres
Indeksi (OSI) hesaplanmistir. Kombinasyon uygulanan hiicre gruplart (KM30: 0,70,
KM40: 1,60), tek basma cisplatin uygulanan grup (OSI: 1,97) ile kiyaslandiginda,
oksidatif stresin azaldigi belirlenmistir. Sonug olarak diisiik doz CDDP ve RSV igeren
KM30 ve KM40 kombinasyonlari, apoptotik 6limi indiikleyerek MCF-7 hiicre
bliylimesini sinerjistik bir sekilde inhibe etmis ve hiicrelerde CDDP aracilig1 ile olusan
oksidatif stresi azaltmstir.

Anahtar Sozcukler: Cisplatin, Resveratrol, MCF-7, Apoptoz, Oksidatif Stress



ABSTRACT

SYNERGISTIC EFFECT OF RESVERATROL IN COMBINATION WITH
CISPLATIN AGAINST OXIDATIVE DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS
INDEX ON MCF-7 CELLS

Arda SEVER

Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Cancer is the most common cause of death after cardiovascular diseases. Breast cancer is
an important health problem with the reason that it is the most common type of cancer in
women. Cisplatin (CDDP) is a widely used chemotherapeutic agent against lung, cervix,
breast, testicle and brain cancers. Cisplatin’s anticancer activity comes from its ability to
induce DNA damage and oxidative stress in cells. Resveratrol (RSV) is a potent
antioxidant flavonoid belonging to stilbenoids. It has been shown that RSV has many
biological activities including anti-cancer, estrogenic/ anti-estrogenic, anti-inflammatory,
anti-coagulant and cardioprotective activity. Within the scope of this thesis study,
apoptotic and oxidative stress inducing effects of CDDP and RSV combinations against
MCEF-7 breast adenocarcinoma cells was investigated. MTT assay was used to determine
the cytotoxic effects of CDDP and RSV. ICso values of CDDP and RSV was found at
96+12 UM and 180+16 uM respectively. KM30 (28,8 uM CDDP + 54 uM RSV) and
KM40 (38,4 uM CDDP + 72 uM RSV) combinations were prepared from percentages of
ICso doses. To evaluate the apoptotic effects of CDDP, RSV and combinations; Annexin
V-FITC/Pl, MMP and TUNEL assays were conducted. In all of the experiments that were
conducted to detect apoptosis, KM40 combination caused the highest apoptotic response.
In order to determine the compounds effect on cells oxidative balance, Total Antioxidant
Status (TAS) and Total Oxidant Status (TOS) colorimetric assays were used and by using
the data from these assays, Oxidative Stress Index (OSI) was calculated. When compared
to the cisplatin-only group (OSI: 1,97), combinations (KM30: 0.70, KM40: 1,60) reduced
the oxidative stress of cells. In conclusion, combinations of low doses of CDDP and RSV,
synergistically inhibited the growth of MCF-7 cells by inducing apoptosis and reduced
the oxidative stress caused by CDDP.

Keywords: Cisplatin, Resveratrol, MCF-7, Apoptosis, Oxidative Stress
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser, viicudun herhangi bir dokusundaki saglikli hiicrelerin, kontrolsiiz bir hale
doniismesi sonucunda olusan genis bir hastalik grubudur. Kanser hiicreleri; bulunduklari
doku, hiicre tipi ve sahip olduklar1 mutasyonlara gore farkliliklar gostermektedir. Kanser
terimi altinda farkli fenotip ve genotipe sahip ylizden fazla hiicre tipi bulunmaktadir.
Kanseri gortildiigii doku tipine gore karsinoma, sarkoma, l16semi ve lenfoma olmak Uzere
dort gruba ayirmak miimkiindiir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz bdliinme ve dolasim
sistemleri aracilig1 ile baska dokulari istila edebilme (metastaz) 6zelliklerine sahiptirler.
Kanser hiicrelerinin metastaz yetenegi, kanserden 6liimlerin 6nemli nedenlerinden biridir
(http-1, Guleg, 2016).

Saglikli hiicrelerin kanserli hiicrelere doniisiimii, DNA’da meydana gelen
mutasyonlar sonucu gerceklesmektedir. Kanserlesmeye neden mutasyonlarin biiytik bir
cogunlugu serbest radikaller, iyonize edici 1sinlar, morotesi isinlar, kanserojen ajanlar ve
viral enfeksiyonlar gibi etmenler sonucu olugmaktadir. Bireyin genetik mirasit ve
hiicrelerde boliinme sirasinda olusabilen DNA replikasyon hatalar1 da bu mutasyonlarin
olusumuna sebep olan etmenlerdir (Hyndman, 2016).

Ulkemizde ve diinyada hastalk sonucu &liim verileri incelendiginde,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada kanser yer almaktadir. Kanser, biyik
bir toplum saglig1 problemi olmasi nedeni ile bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmekte ve
kanserin olusum, gelisim ve yayillim mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve tedavisi iizerine
her y1l pek ¢ok arastirma gergeklestirilmektedir. Diinya ¢apinda 2012 yil1 verilerine gore;
14.1 milyon yeni kanser vakasi, 8.2 milyon kansere bagli 6liim ve 32.6 milyon kanserli
hasta (tan1 konuldugu 5 yil iginde) bulunmaktaydi. Tirkiye’de ise her yil yaklasik
163.500 yeni kanser vakasi teshis edilmektedir. Ulkemizdeki 6lum istatistikleri
incelendiginde, kanser nedenli 6limler tiim 6limlerin yaklasik %20’sini olusturmaktadir.
Kanser, 2015 yil1 igerisinde 49.946 erkegin ve 27.022 kadinin 6limiine neden olmustur
(http-2, http-3).

1.1.1. Meme kanseri

Meme kanseri diinyada en sik rastlanan ikinci kanser tiiriidiir. Kadinlarda ise en sik
rastlanan kanser tirt olup, 2012 yilinda 1.67 milyon kadina meme kanseri tanisi

konulmus (kanserlerin %25,1°1) ve 521 bin kadin 6lmistiir (http-3).
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Kalitim yolu ile aktarilabilen meme kanseri yatkinlik genleri (6zellikle BRCAL ve
BRCAZ2), obezite, alkol kullanimi, yiiksek 0strojen miktari ve yas, meme kanserinde ana
risk faktorleridir. BRCA 1 ve BRCA2, DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan timor
baskilayict genlerdir. Meme kanseri vakalarinin yaklasik %10’unda bu iki genin
mutasyona ugradigi gozlemlenmektedir (Klevos vd., 2017).

Meme kanseri, genellikle memenin siit iiretimini saglayan bez ve lobullerinde
olusmaktadir. Bu tlimdrleri olusturabilen farkli kokene sahip pek ¢ok hiicre tipi olmasi,
meme kanserinin tan1 ve tedavisinde zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle epidermal
blyiime faktorl, dstrojen ve progesteron reseptorlerini barindirmayan ti¢li-negatif meme

kanserinin (TNBC), insidans1 ve mortalitesi oldukga yiiksektir (Hutchinson, 2010).

1.1.1.1. MCF-7 hiicre hatti

MCF-7 hiicreleri ilk kez Dr. Soule tarafindan, metastatik meme kanserine sahip
olan 69 yasinda bir kadinin plevral eflizyonundan c¢ogaltilmigtir ve ismini Michigan
Cancer Foundation’dan (MCF) almaktadir. Bu hiicre hatt1, 6strojen reseptorii alfa’ya (ER-
a) sahip olan nadir meme kanseri tiplerinden biridir. Yapilan ¢alismalar, §strojenin MCF-
7 hiicre hatt1 lizerinde anti-apoptotik etkisi oldugunu ve diger yandan ise tamoxifen gibi
anti-ostrojenik maddelerin ise hicre proliferasyonunu inhibe ederek apoptotik etki
yarattigini gostermistir. Gilinlimiize kadar yayinlanan 25.000 kadar makale ile MCF-7
hlcreleri diinyada en ¢ok ¢alisilmis meme kanseri hiicre hattidir. MCF-7 hiicreleri agresif
olmayan ve metastaz potansiyeli diisiik bir yapiya sahiptirler (Comsa, Cimpean ve Raica,
2015; Lee, Oesterreich ve Davidson, 2015).

MCEF-7 hucreleri epitel hiicrelere benzer bir morfoloji sergilerler ve in vitro ortamda
tek katman halinde ¢ogalirlar (Bkz. Sekil 1.1).



Sekil 1.1. MCF-7 hiicrelerinin in vitro ortamda goriiniisii (http-4).

1.2. Apoptoz

Apoptoz, programli hiicre 6liimii mekanizmalarindan biridir. Apoptoz terimi ilk
olarak 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (Kerr ve ark, 1972).
Apoptoz mekanizmasini aydinlatma amaciyla yapilan ilk ¢aligma, gelisim asamasindaki
Caenorhabditis elegans turi nematodlar kullanilarak gergeklestirilmistir (Horvitz, 1999).
Ergin hale gegmekte olan Caenorhabditis elegans tiirli nematodlarda 1090 adet somatik
hucre bulunur ve gelisimin son agamalarina dogru bu hiicrelerden 131’1 programli bir
sekilde oliir. Hicrelerin oldiikleri gelisim asamalarinin ve konumlarmin Caenorhabditis
elegans tiirli nematodlarda hep ayni olmasi, bu 6liim seklinin siki kontrol edilen bir
mekanizma ile gergeklestirildigini gostermistir. Horvitz’in yaptig1 ¢alismadan giliniimiize
kadar gecen stirede, apoptozun galigma prensibi ve yolaklari iizerine ¢ok sayida ¢aligma
yapilmuistir.

Apoptoz mekanizmasinin canlilar i¢cin dnemi, hicrelerin gevrelerindeki dokuya
zarar vermeden ve inflamasyon olusturmadan yok edilmesini saglayan bir hiicre 6lumi
tipi olmasidir. Apoptoz mekanizmasi baglatilmig hiicrelerde biiziisme, kromatin
yogunlasmasi ve piknozis gibi morfolojik degisiklikler ve bununla beraber, kaspaz
aktivasyonu, hiicre iskeleti ve DNA’nin pargalanmasi gibi biyokimyasal olaylar
gerceklesmektedir. Apoptozun en son asamasinda ise hiicreler apoptotik cisimcik adi
verilen kiiciik pargalara ayrilirlar (Bkz. Sekil 1.2). Olusan bu pargaciklar, dokuya zarar

vermeden, cevrede bulunan fagositoz 6zelligine sahip hiicreler tarafindan yok edilirler.
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Apoptotik cisimciklerin fagosite edilemedigi durumlarda sekonder nekroz adi verilen
durum ortaya ¢ikmaktadir (Hacker, 2000; Saraste ve Pulkki, 2000; Ziegler, 2004; Koff,

Ramachandiran ve Bernal-Mizrachi, 2015).

Sekil 1.2. Apoptotik hiicrelerde membran biiziismesi (A), ¢ekirdek yogunlagsmast ve
parcalanmasi (B, C) ile apoptozun en son asamasinda hiicrenin apoptotik cisimcik adr verilen

par¢alara ayriimasinin (D) mikroskobik gorintusi (http-5).

Evrimsel agidan, programli hiicre 6liimleri ¢ok hiicreli yasamin siirdiiriilebilmesini
saglayan kilit noktalardan biri olmustur. Kaspaz benzeri proteaz enzimleri ile
gerceklestirilen bir 6liim mekanizmasimin ilk izlerine, ¢ok hicrelilige gegis asamasi
oldugu diistiniilen baz1 siyanobakteri kolonilerinde rastlanmigtir. Programli hiicre 6liimii
tiplerinden biri olan ve kaspaz enzimleri araciligiyla gergeklestirilen apoptoz
mekanizmasina ise hayvanlar alemine iiye her canlida rastlanmaktadir. Bu mekanizmanin
metabolik yolaklari, hayvanlar alemi siniflari arasinda dikkate deger bir 6lgiide benzerlik
gostermektedir (Ameisen, 2002; Berman-Frank vd., 2004; Zmasek vd., 2013; Green ve
Fitzgerald, 2016).

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin embriyonik donemlerinden dliimlerine kadar
aktif bir sekilde galisan bir mekanizmadir. Embriyoda doku biitiinliigiiniin ve fenotipinin

saglanmasi apoptotik hiicre oliimii ile gergeklestirilir. Bu durumun en tipik Ornegi,



embriyonik gelisim sirasinda, el ve ayak parmaklarindaki hicrelerin apoptoz
mekanizmasi ile parmak aralarini olusturmasidir. Apoptozun diger bir gorevi de anormal
hlcrelerin yok edilmesidir. Hiicre ve gevresindeki dokuyu risk altinda birakan DNA
hasar1 ve viral enfeksiyonlar gibi durumlarda apoptoz, hiicrenin kontrollii bir sekilde yok
edilmesini saglamaktadir. Apoptozun metabolik yolaklarinda olusan hatalar sebebiyle
fazla ya da az ¢aligmasi, otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve kanserin

olusumunda biiyiik rol oynamaktadir (Wu, Ding ve Fisher, 2001; Anita vd., 2014).

1.2.1. Kaspazlar

Apoptozu diger hiicre 6liimii mekanizmalarindan ayiran noktalardan biri kaspaz
enzimlerinin aktivasyonudur. Kaspazlar, apoptoz siirecinin baslangicindan sonuna kadar
kilit rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimler, aktif bolgelerindeki sistein aminoasidi
araciligi ile substratlarinin aspartat aminoasidine bagli peptit baglarini hidrolize eden,
sistein proteaz enzim ailesine ait endoproteazlardir. Kaspazlar substratlarina kars yiiksek
bir 6zgiilliige sahiptir. Bu enzimlerin katalitik aktivitelerini gosterebilmeleri igin spesifik
bir peptit sekansinin enzimin aktif merkezine yerlesmesi gerekmektedir. Kaspazlarin
inaktif olan monomer (zimojen, prokaspaz) formlar1 hiicrelerde yogun bir sekilde
eksprese edilmektedir. Sentezlenen tim prokaspazlarin temel yapilarinda N-terminal
prodomain, bilyiik alt tinite ve kii¢iik alt tinite yer alir (Bkz. Sekil 1.3). Kaspazlarin aktif
hale gegebilmeleri icin, ayni {initelerden olusan iki prokaspaz monomerinin bir araya

getirilerek dimer olusturmasi gerekmektedir (Mackenzie ve Clark, 2012).
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Sekil 1.3. Kaspazlarin yapisi (A) ve aktivasyonu (B) (Pop ve Salvesen, 2009).

Kaspazlar gorevlerine gore apoptozda (kaspaz-2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10) ve
inflamasyonda (kaspaz-1, 4, 5 ve 12) rol oynayanlar olarak iki gruba ayirilmistir.
Apoptozda gorev alan kaspazlar ayrica baglatici (kaspaz-2, 8, 9 ve 10) ve sonlandirict
(kaspaz-3, 6 ve 7) alt gruplarini igerir.

Apoptozun ilk evrelerinde aktif hale gecen baslatict kaspazlar, enzimatik
aktiviteleri ile sonlandirici kaspazlarin aktivasyonunu saglamak ile gorevlidirler.
Sonlandirict kaspazlar ise sitokeratinler, PARP, hiicre iskeleti proteinleri gibi yapilarin
enzimatik olarak yikimindan sorumludurlar (Slee, Adrain ve Martin, 2001; Mcllwain,
Berger ve Mak, 2013; Behzadi ve Ranjbar, 2015). Kaspaz-3, sonlandirici kaspazlardan
en Onemlisi olarak bilinmektedir. Kaspaz-3’iin apoptoz siirecindeki rollerinden biri,
endoniikleaz enzim olan CAD’in aktivasyonudur. Saglikli hiicrelerde CAD, inhibitori
olan ICAD ile baglanmis bir sekilde inaktif halde bulunur. Kaspaz-3 enzimi proteolitik
aktivitesi ile CAD’mn ICAD’dan ayrilmasini saglayarak DNA yikimi ve kromatin
yogunlagsmasini basglatir. Kaspaz-3’iin substrati olan bir diger proteinde jelsolindir.
Jelsolin, hiicre iskeletini olusturacak aktin polimerlesmesinin baslangic noktasidir ve
fosfatidilinositol ile beraber aktin organizasyonu icin gereken sinyal iletimini
gerceklestirir. Jelsolin, aktif hale gegirilen kaspaz-3 tarafindan pargalara ayrilir ve bu

parcalarda aktin flamentlerinin proteolitik yikimini saglayarak hiicrenin iskelet sistemi,



tagima sistemi, boliinme ve sinyal iletimi gibi yap1 ve faaliyetlerine zarar verir (Sakahira,

Enari ve Nagata, 1998; Behzadi ve Ranjbar, 2015).

1.2.2. Apoptozun mekanizmalari

Apoptoz mekanizmasini baslatilma sekline gore dis ve i¢ yolak olmak iizere iki ana
basliga ayirmak miimkiindiir. Dis yolak 6liim reseptorii ve graniiler ekzositoz, i¢ yolak

ise mitokondriyal ve endoplazmik retikulum yolaklari ile gergeklestirilebilmektedir.

1.2.2.1. OlUm reseptirii yolag
Apoptozun dis yolagi, sitotoksik T lenfosit (CTL) ve dogal dldiiriicti hiicreler

“natural killer” (NK) tarafindan, enfekte veya kanserlesen hiicrelere karsi tiretilen 6lim
ligandlarinin, hiicre zarinda yer alan 6liim reseptorlerine baglanmasi ile baslamaktadir.
Oliim reseptérleri, timér nekroz faktdr (TNF) gen ailesinde yer almaktadir. TNF
ailesinde yer alan tiim reseptorlerde, 80 amino asitten olusan, sisteince zengin Sliim
bolgesi “death domain” (DD) bulunur. Reseptérlerin yapisindaki oliim bolgeleri,
apoptozun i¢ yolak kaskatini baslatacak olan sinyalin olusturulmasinda rol oynamaktadir.
Gunumuzde etkilesimleri en iyi anlagilmis 6liim reseptorii ve ligandlari; FasR/FasL,
TNFR1 /TNF-0, DR3/Apo3L, DR4/Apo2L ve DRS/Apo2L’dir (Ashkenazi ve Dixit,
1998; Elmore, 2007).

Oliim ligandinin reseptérii ile etkilesimi ardindan, sitoplazmada yer alan adaptor
proteinler reseptdriin Oliim bdlgesine baglanirlar. Adaptor proteinlerin yapisinda
reseptorleri ile baglantt kurmalarini saglayan bir 6liim bolgesi ve bir 6lim etkili bolge
“death effector domain” (DED) yer almaktadir. Fas ligandinin Fas reseptoriine
baglanmasi sonucu &liim bolgesine FADD (Oliim Bolgeli Fas Adaptdr Proteini),
TNFR1/TNF- o reseptdr/ligand etkilesimi sonrasinda ise 6liim bdlgesine TRADD (Oliim
Bolgeli TNFR Adaptor Protein) baglanmaktadir (Bkz. Sekil 1.4). AdaptOr proteinin
reseptor ile olusturdugu yapiya, Uzerinde DED bdlgesi bulunan prokaspaz 8 ve 10
baglanabilmektedir (Hsu, Xiong ve Goeddel, 1995; Kaufmann, Strasser ve Jost, 2012).
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Sekil 1.4. Oliim reseptorleri araciligi ile gerceklesen apoptoz mekanizmas: (Ricci ve El-Deiry,
2007).
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Reseptor, adaptor ve kaspazin oliim bolgeleri ve oOlim etkili bolgeleri ile
dimerleserek olusturdugu yapiya 6liim indiikleyici sinyal kompleksi “death inducing
signalling complex” (DISC) ad1 verilir. Kompleksin olusumu, prokaspaz 8 veya 10’un
oto katalitik aktivite ile aktif kaspaz yapisina doniisiimiinii saglar. Aktif formdaki kaspaz-
8 ve 10, baslatic1 kaspazlar olarak bilinmektedir ve enzimatik aktiviteleri ile kaspaz-3, 6
ve 7 gibi hiicre oliimiinii gergeklestiren sonlandirict kaspazlarin aktive edilmelerini
saglarlar. Kaspaz-8 ayn1 zamanda, pro-apoptotik protein olan Bid’in proteolizini
saglayarak apoptozun mitokondriyal yolagini da aktif edebilir (Billen, Shamas-Din ve
Andrews, 2008).

1.2.2.1.1. Oliim reseptorii yolaginin diizenlenmesi

Oliim reseptériine bagli apoptozun pek ¢ok diizenleme noktasi bulunmaktadir.
Oncelikle, olim reseptorlerinin ekspresyonu, hiicre tipi ve gelisim asamasma gore
farkliliklar gostermektedir. Ornegin; DR4 ve DRS reseptorleri yalnizca saglikli timiis

dokusunda ve ¢esitli kanser hiicrelerinde belirlenebilmistir (Burz vd., 2009).



D1s yolagin bir diger kontrol mekanizmasi da hiicre tarafindan tiretilen yem “decoy”
proteinlerdir. DcR3 ve c-FLIP mekanizmalari en iyi aydinlatilmis yem proteinlerdir. Yem
Reseptorii 3 “Decoy Receptor 3” (DcR3), Fas ligand: ile etkilesime girebilen ancak
sitoplazmik boliimii olmadigr i¢in apoptotik sinyal olusturmayan bir reseptordiir. Bu
reseptoriin saglikli insan dokularindaki ekspresyon diizeyi oldukea diisiiktiir ancak kanser
ve otoimmun hastaliklarda ekspresyonunun oldukca arttigi belirlenmistir. c-FLIP;
adaptor proteinler ve baglatic1 kaspazlarda bulunan 6liim etkili bolgeye (DED) sahip bir
anti apoptotik proteindir. c-FLIP, DISC olusumundan dnce adaptér proteine baglanarak
prokaspaz-8 ve 10’un aktif forma ge¢melerini 6nler. Pek ¢ok kanser hiicresi tipinde c-
FLIP ekspresyon diizeyinin agir1 arttig1 ve bu artisin hiicrelerde 6lim reseptorlerine ve
kemoterapotik ilaglara bagl gerceklesecek apoptoza karsi direng sagladigi belirlenmistir
(Fulda ve Debatin, 2006; Shakibaei, Harikumar ve Aggarwal, 2009; Zhan vd., 2011; Safa,
2012).

1.2.2.2. Granul ekzositoz yolagi

CTL ve NK hicrelerinin rol oynadigi bir diger apoptoz yolag: da granul ekzositoz
yolagidir. Bagisiklik sisteminin 6nemli elemanlarindan olan bu iki hiicre tipi, perforin ve
granzim gibi sitolitik molekulleri Ureterek salgi lizozomu ad1 verilen sitotoksik grandller
icerisinde depolarlar. Sitotoksik lenfosit hiicreleri, enfekte veya kanserlesmis hiicre ile
karsilastiklarinda, sitoplazmalarinda konumlanan sitotoksik grandller, mikrotibdler
sistem araciligiyla hiicre membranina tasinir. Graniiller, lenfosit membraninda
olusturulan sinapslar araciligi ile hedef hiicreye aktarilirlar. Granil igerisinde yer alan
perforin proteini, hedef hiicre membraninda por yapilart olusturarak, granzim
enzimlerinin sitoplazmaya aktarimini saglar (Bkz. Sekil 1.5). Granzimler, sitoplazmaya
girislerinin ardindan gesitli hiicresel yapilart hedef alan enzimlerdir (Holt, Gallo ve
Griffiths, 2006; Cullen, Brunet ve Martin, 2010; Ritter, Angus ve Griffiths, 2013).
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Sekil 1.5. Lenfosit hiicresi icerisindeki salgt lizozomlari (a), graniillerin mikrotiibiiler sistem
araciligiyla hiicre membranina tasuimi (b, ¢), graniillerin, membranda olusturulan sinapslardan
salgilanmast sonucu hedef hiicre membraninda por olusumu (d) ve hedef hiicrede apoptoz kaskatinin

baslatiimasi (e) (Voskoboinik, Whisstock ve Trapani, 2015).

Granzimler, His-Asp-Ser katalitik tgliisiine sahip serin  proteazlardir.
Substratlarinda yer alan aspartat aminoasidinin peptit bagin1 hedeflemeleri agisindan
kaspaz enzimlerine benzemektedirler. Insanlarda, aralarinda %40 sekans homolojisi
bulunan bes adet granzim bulunmaktadir (GrA, GrB, GrK, GrM ve GrH). Granzim B,
apoptotik etkisi ile bilinen ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan granzimdir (Ewen,
Kane ve Bleackley, 2012). GrB’nin in vitro ortamda pek ¢ok prokaspazi (-3, 6, 7, 8, 9 ve
10) substrat1 olarak kullanarak aktif kaspazlarin olusumunu tetikledigi belirlenmistir.
Kaspazlar disinda GrB’nin a-tubulin ve lamin B gibi hiicre yap1 proteinlerini hedef aldigi
ve apoptozun mitokondriyal yolaginda bahsedilecek olan Bid, ICAD, PARP, DNA-PK,
ROCK-1 ve NUMA gibi enzim ve apoptotik proteinleri de substrati olarak kullanabildigi
ve hiicreleri hizli bir sekilde apoptoza siiriikledigi belirtilmistir (Sutton vd., 2000;
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Froelich, Metkar ve Raja, 2004; Ewen, Kane ve Bleackley, 2012; De Poot ve Bovenschen,
2014).

1.2.2.3. Mitokondriyal yolak

Mitokondrinin gorev aldigi i¢ yolak, biiyiime faktorii yetersizligi, DNA hasari,
oksidatif stres, hipoksi ya da sitozolik Ca*? konsantrasyonundaki asir1 artik gibi nedenler
ile baslatilir. I¢ yolak kaskat1 baslatildiginda, Bcl-2 ailesine ait pro-apoptotik proteinler
olan Bax ve Bak, mitokondri membraninda bir araya gelerek por yapisi olustururlar.
Olusan bu porlar ile membran gegirgenligi artan mitokondriden c¢esitli pro-apoptotik
proteinler sitozole ge¢mekte ve hiicre 6liimiinti gerceklestirmektedir. Mitokondri, dis ve
i¢ olmak tizere iki membrana sahip olan bir organeldir. Mitokondrinin membranlar arasi
alaninda; sitokrom c (cyt C), apoptoz uyarici faktorler (AIF), Omi/HtrA2, En-doG, CAD
ve Smac/DIABLO gibi pek c¢ok apoptotik protein bulunmaktadir. Apoptotik kaskatin
baslatilmasi ile mitokondriden sitozole gegen sitokrom C; apoptotik proteaz aktive edici
faktor (Apaf-1), dATP ve prokaspaz-9 ile bir araya gelerek apoptozom ad1 verilen bir yapi
olusturur. Apoptozom olusumu ile baglatici kaspaz grubu iiyesi olan kaspaz-9’un
aktivasyonu saglanir. Aktif kaspaz-9, proteolitik aktivitesi ile sonlandirici kaspazlar olan
kaspaz-3, 6 ve 7’nin aktif forma ge¢mesini saglamaktadir (Burz vd., 2009; Wong, 2011)

Apoptoz sirasinda mitokondriden sitozole gecen apoptoz uyarici faktorler (AIF),
hiicre ¢ekirdegine girerek DNA’nin ~50— 300 kb’lik pargalara ayirilmasina ve kromatin
yogunlasmasina neden olurlar. Cekirdege giren bagka bir enzim olan Endoniikleaz G (En-
doG), yogunlasan kromatinlerin oligoniikleozomal DNA par¢alarina ayirilmasini saglar.
AIF ve En-doG’den farkli bir sekilde, sitozole gecisinin ardindan kaspaz-3 tarafindan
aktive edilmesi gereken CAD enzimleri de oligoniikleozomal DNA parcalarini
olusturmakta ve kromatinlerin ¢ok daha yogun bir hale ge¢mesine neden olmaktadir

(Sakahira, Enari ve Nagata, 1998; Zhang ve Xu, 2000).

1.2.2.3.1. Mitokondriyal yolagn diizenlenmesi

Apoptozun i¢ yolaginin diizenlenmesinde Bcl-2 ailesine tye proteinler kilit rol
oynamaktadir. Bcl-2 proteinleri en az bir adet Bcl-2 homoloji bdlgesine (BH-1, 2, 3 ve 4)
sahiptir ve gorevlerine gore: apoptoz inhibitorleri (Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl-B
ve Al), apoptoz uyarici (Bax, Bak, Bok ve Bcl-XS) ve yalnizca BH-3 boélgesine sahip

apoptozu duzenleyici (Bad, Bik, Bid, HrK, Bim, Bmf, Noxa ve Puma) olmak lzere (¢
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ana grupta toplanmistir. Bu proteinlerin islevleri, sahip olduklar1 homoloji bolgelerine
gore farklilasmigtir. Bel-2 ailesinin apoptoz inhibitori grubuna ait olan proteinler,
genellikle homoloji bolgelerinin dordiinii de yapilarinda barindirirlar. Bu proteinler,
mitokondri dis membraninda Bax ve Bak proteinlerinin dimerleserek por yapisi
olusturmasii engelleyerek apoptozun inhibisyonunu saglarlar. Apoptotik sinyal
baslatildiginda, apoptozu diizenleme gorevi olan Bel-2 proteinleri, inhibitoér proteinlerin
Bax ve Bak ile etkilesimini engeller (Burz vd., 2009; Koff, Ramachandiran ve Bernal-
Mizrachi, 2015).

Apoptozu inhibe edici proteinler ailesi (IAP), apoptozun i¢ yolagmin
diizenlenmesinde gorev alan bagka bir 6nemli protein grubudur. Bu aileye ait olan
proteinler gesitli mekanizmalar ile kaspazlarin inhibisyonunu saglarlar. Ornegin, XIAP,
survivin ve cIAP1/2, yapilarinda buluna N-terminal BIR bdlgesi ile kaspaz-3 ve 7’nin
aktif merkezine baglanarak inhibisyon saglamaktadir. XIAP ayni zamanda prokaspaz-
9’un apoptozom yapisina baglanarak aktif hale gegmesini de engeller. cIAP’larin kaspaz
inhibisyonu diginda bir diger gorevi de NF-xB ve JUNKI gibi anti-apoptotik
mekanizmalar1 aktif etmektir (Silke ve Meier, 2013; Jaiswal, Goel ve Mittal, 2015).

p53 timor baskilayict geni, hiicrelerin yasam ya da oliim kararini almasini
saglayan ve hiicre oliimiinde kritik isleve sahip olan bir gendir. p53 geni saglkli
hiicrelerde baskilanmis halde tutulmaktadir. Hiicresel strese yanit olarak, p53 geni p21
gen ekspresyonunu arttirarak hiicre dongiisiinii durdurabilir. Hiicresel strese neden olan
etmenlerin ortadan kalkmadig1 veya hiicrenin olusan hasar1 tamir edemedigi durumlarda
p53 geni; Bax, Puma, Noxa, ve p53 ile diizenlenen protein 1 (p53AIP1) gibi pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunu saglayip apoptozu baslatabilir. p53 proteini ayn1 zamanda
mitokondriye girerek Bcl-2 ve Bcl-XL gibi apoptozu engelleyen proteinleri de inhibe
edebilmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda pek ¢ok kanser hiicre hattinda p53 geninin
mutasyona ugramis oldugu belirlenmistir (Fridman ve Lowe, 2003; Haupt vd., 2003;
Amaral vd., 2010).

1.2.2.4. Endoplazmik retikulum yolag

Endoplazmik retikulum (ER); protein ve lipidlerin sentezini ve farklilagmasini
gerceklestiren bir organeldir. Bu organelin en Onemli gorevlerinden biri protein
katlanmalarinin gergeklestirilmesi ve kontroliidiir. ER liimeninde, yeni sentezlenmis olan

proteinlerin dogru bir sekilde katlanmalarini, modifikasyonlarin1 ve tersiyer yapiya
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gecebilmelerini saglayan; saperonlar, glikozilasyon enzimleri ve okside edici enzimler
gibi elemanlar yer almaktadir. ER enzimlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu Ca®* bagimlidir ve
dogru calisabilmek igin okside edici bir ortama ihtiya¢c duyarlar (Maag, Hicks ve
Machamer, 2003; Logue ve Gorman, 2013).

Hipoksi, oksidatif stres, besin yetersizligi, pH degisimi, ER Iimenindeki Ca?*
miktarinin azalmasi ve dogru katlanamamig proteinlerin ER’de birikimi gibi durumlar
genel olarak ER stresi olarak tanimlanir. ER stresi ile birlikte hiicrelerde homeostazinin
tekrar saglanabilmesi i¢in, katlanmamais protein yanit1 “unfolded protein response” (UPR)
adi1 verilen bir mekanizma baslatilir. UPR mekanizmasinin kontrolii; Pankreatik ER kinaz
benzeri (PKR) ER kinaz (PERK), inositol bagimli enzim 1 (IREla) ve transkripsiyon
aktiflestirici faktor 6 (ATF6) olmak {lizere ii¢ transmembran reseptOrii tarafindan
gerceklestirilir. ER stresinin olmadigi durumda, GRP78 saperonu ii¢ reseptorede
baglanarak inhibe eder. GRP78, katlanmamis proteinlere karsi reseptdrlerden daha
yiiksek bir afinite gostermektedir ve bu sebeple katlanmamig proteinlerin ER liimeninde
birikmesi ile GRP78 saperonu reseptorlerden ayrilarak, hiicrenin hayatta kalma
mekanizmalarindan biri olan UPR mekanizmasinin ¢alismasini tetikler (Kadowaki ve
Nishitoh, 2013).

GRP78’in ayrilmasi ile birlikte aktive olan PERK, dkaryotik translasyon baslatici
faktor (elF-2a)’iin fosforilasyonunu saglar. Fosforile olmus olan eIF-2a, protein sentezini
durdurur ve hiicrenin G1 fazinda sabitlenmesine neden olur. Bu durum hiicreye, ER’da
birikmis olan katlanmamis proteinleri diizeltmesi ve ER stresini azaltmasi i¢in zaman
kazandirmis olur (Schrdder ve Schroder, 2006).

GRP78’in ATF6 reseptoriinden ayrilmasinin ardindan, ATF6 golgi organeline
taginir ve burada bolge-1 proteaz (S1P) ve bolge-2 proteaz (S2P) tarafindan proteolitik
etki ile aktive edilir. Aktive olmus olan ATF6 bir transkripsiyon faktoriidiir ve proteazlar
tarafindan aktivasyonu sonucu ¢ekirdege yerleserek: GRP78, GRP94, protein disulfit
izomeraz (PDI), EDEML ve pro-survival transkripsiyon faktori X Box Protein 1 (XBP1)
gibi ER’deki katlanmamis proteinlerin diizeltilmesini saglayacak saperonlarin
transkripsiyonlarini arttirir (Schrdder ve Schroder, 2006).

IRE1a, GRP78’in UPR sonucu aktive ettigi bir diger reseptordiir. Aktif hale gecen
IREla reseptorii RNaz islevi kazanmaktadir ve aktivitesi ile sitozolde bulunan XBP1 adli
mRNA’nin 26 niikleotidlik intron bolgesini keserek XBP1s transkripsiyon faktérinin

olusumunu saglar. XBP1s, dogru katlanamamis proteinlerin sitozolde yikimini saglayan
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bir mekanizma olan ERAD’in ve g¢esitli transkripsiyon faktorlerinin sentezini
saglamaktadir (Schroder ve Schroder, 2006; Wu vd., 2016).

UPR’de gorev alan ii¢ reseptor yolagi da uzun siireli aktivasyon sonrast CHOP ya
da GADD 153 ad1 verilen niikleer transkripsiyon faktoriiniin iiretimine neden olur. ER
stresinin UPR mekanizmasi ile azaltilamadigr durumda CHOP asir1 eksprese edilmeye
baslar. CHOP, hiicre biiylimesini durdurucu ve apoptozu uyarici etkiye sahiptir. Anti-
apoptotik protein olan Bcl-2’nin ekspresyonu CHOP tarafindan inhibe edilmektedir
(Zinszner vd., 1998).

Apoptoz sirasinda dimerize olarak mitokondri membraninda por olusumuna
neden olan Bax ve Bax proteinleri, ER membraninda da lokalize olabilmektedir. Olusan
bu porlar, ER limeninden sitozole Ca?* salmmasina neden olurlar. Sitozoldeki Ca?*
derisiminin artmasi ile Ca?*-bagimli sistein proteaz (kalpain) enziminin aktivasyonu
gerceklesir. Kalpain, proteolitik aktivitesi ile apoptozu baskilayici protein olan Bcl-
XL’nin inhibisyonuna ve prokaspaz-12’nin aktive edilmesine neden olur. Kaspaz-12,
prokaspaz-9’u apoptozom olusumuna gerek kalmadan aktive edebilmektedir (Shiraishi,
2006).

1.3. Serbest Radikaller

Son yoriingesinde eslesmemis elektrona sahip atom bulunduran, genellikle asir
kararsiz ve reaktif olan molekiillere serbest radikal ad1 verilmektedir. Serbest radikaller,
baska molekiilleri yiikseltgeyerek ya da indirgeyerek yapilarinda degisiklige sebep
olmaktadir. Serbest radikaller diisiik derisimlerde hiicre haberlesmesinde dnemli rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda, bagisiklik sisteminde gorev alan bazi hiicreler tarafindan,
istilac1 hiicrelere kars1 bir 6ldurucu ajan olarak da kullanilmaktadirlar. Serbest radikal
derisimi, hiicrelerde ¢ok diisiik bir seviyede tutulmaktadir. Bunun sebebi, kararsiz yapida
olan bu molekillerin protein, nikleik asit, karbonhidrat ve lipit gibi biyolojik
molekiillerle de etkilesime girerek hiicrelerde biiyiik hasar olusturabilme potansiyelidir
(Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008).

Hcrelerde serbest radikallerin ana uretim merkezi mitokondri olmakla beraber,
olusumunda rol oynayan elemanlar arasinda sitokrom p450 kompleksi, a-ketoglutarat
dehidrojenaz, ksantin oksidorediiktaz ve NADPH oksidaz kompleksleri gibi enzimler ve
peroksizom organeli de yer almaktadir. Oksijen, pek ¢ok canli i¢in yasamin temel

kaynaklarindan biri olmakla beraber, oksidatif fosforilasyon araciligiyla hiicrelerde
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serbest radikal olusumunun da temel nedenidir. Iyonize edici 1sinlar, mordtesi 1sinlar,
kimyasal maddeler ve asirt egzersiz, serbest radikal olusumuna neden olan dis
etmenlerdendir (Bylund vd., 2010; Agarwal, Banerjee ve Banerjee, 2011; Gupta vd.,
2014).

Serbest radikaller, sahip olduklar1 kararsiz atoma gore; reaktif oksijen turleri
(ROS), reaktif azot tirleri (RNS), reaktif kikurt tirleri (RSS) ve reaktif klordr tirleri
(RCS) olmak {iizere dort gruba ayrilmaktadir. Oksidatif metabolizma araciligiyla olusan
ROS, hicrelerde en ¢ok bulunan serbest radikal grubudur (Bkz Sekil 1.6). Superoksit
anyonu (O2"), tekil oksijen (*Oz), ozon (Os), hidroksil radikali (OH-), hidroperoksil
radikali (HOO-) ve hidrojen peroksit (H202) ROS grubunu olusturan serbest radikallerdir.
Metabolik faaliyetler sonucunda hiicre igerisinde olusabilen bir diger serbest radikal
grubu ise RNS’dir. Nitrik oksit (NO-), siiperoksit anyonu ile etkilesime girerek
peroksinitrit (ONOO") ve ardindan nitrit anyonu (NO2") olusumuna ve serbest radikaller
arasinda hiicrelerde en ¢ok hasar olusturan OH- radikalinin olusumuna neden olmaktadir.
ROS elemanlarmin tiyol yapilari ile etkilesime girmesi sonucu ise RSS’ler olugmaktadir

(Carocho ve Ferreira, 2013; Sosa vd., 2013).

0, *OH + OH-
Fe* A
NADPH oksidazlar Fenton TRX TRX,,
Ksantin oksidaz @ds‘ﬁ@ \/
NO sentaz Fe¥ Peroksiredoksin (Prx)
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ke
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=]
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=
\ 4
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Sekil 1.6. Reaktif oksijen tiirlerinin olusum yolaklar: (Helfinger ve Schroder, 2018).

Serbest radikallerin hiicrelere verdigi zarar; protein, lipid, karbonhidrat ve nikleik
asitleri okside etme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller proteinler ile
etkilesime girerek; aminoasit yapisinin degistirilmesi, peptit bagimin yikimi ve
oksidasyon sonucu olusan bazi yan iriinlerin proteinler ile capraz baglanmasi gibi

hasarlar ortaya c¢ikarmaktadir. Serbest radikallerin olusturdugu en biiylik hiicresel

15



hasarlardan biri de DNA ile etkilesime girmeleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir. DNA’da baz
olmayan alan ortaya ¢ikmasi, delesyonlar, baz yapisinin bozulmasi, ¢ergeve kaymasi
mutasyonu, sarmal kiriklari, DNA-protein ¢apraz bagi olusmasi ve kromozom hasari,
serbest radikallerin DNA ile etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikabilmektedir. Glikozilasyon
sirasinda olusan glikoaldehit gibi kisa =zincirli sekerler, oto oksidasyona acik
molekdllerdir. Bu molekdllerin oksidasyonu sonucunda siiperoksit radikali olusarak
zincirleme bir reaksiyonu baslatmaktadir. Zincirleme reaksiyon sonucunda, mutajenik
oldugu bilinen a ve B dikarbonil olusumu gerceklesmektedir. Serbest radikallerin, yag
asidi zincirinde yer alan metilen karbonundan hidrojen almasi sonucunda lipit radikali
olugmaktadir. Doymamis yag asitleri, doymus yag asitlerine gore bu reaksiyona daha
dayanikli bir yapidadirlar. Lipit radikali, ortamda bulunan oksijen ile reaksiyona girerek
peroksil radikalinin (RO2°) olusumuna neden olmaktadir. RO radikali ise cevrede
bulunan diger yag asitlerinden hidrojen alarak zincirleme bir yag asidi oksidasyonunu

baglatmaktadir (Benov ve Beema, 2003; Valko vd., 2004; Lobo vd., 2010).

1.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hucrelerin serbest radikallere karsi ana savunma sistemini
olugturmaktadir. Antioksidanlar; serbest radikalleri olugturan oksidasyon reaksiyonlarini
inhibe ederek, serbest lipit radikallerinin olusmasini Onleyerek, zincirleme seklinde
ilerleyen oksidasyon reaksiyonlarini durdurarak, baska antioksidanlar ile sinerjistik etki
gostererek, hidroperoksitleri indirgeyerek, metal pro-oksidan molekiilleri kararli yapiya
sokarak ve pro-oksidatif enzimleri inhibe ederek etki gosterebilirler (Percival, 1998;
Bonner ve Arbiser, 2014).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak (zere iki gruba
ayrilmaktadir. Hiicreler tarafindan iiretilen enzimatik antioksidanlar; demir, bakir, ¢inko,
mangan ve selenyum gibi kofaktorlerin varliginda serbest radikallerin daha kararli
yapilara donistiiriilmesini  saglarlar. Katalaz (CAT), H202’nin H.O ve O2’ye
dontistiiriilmesini saglayan antioksidan bir enzimdir (Bkz. Tablo 1.1). Bu enzim, aerobik
solunum yapan canlilarin neredeyse tamaminda aktif bir sekilde iiretilmektedir. Katalaz,
hiicrelerde peroksizom ve mitokondri igerisinde tutulmaktadir. Hucrelerin Oz~
karsisindaki ana savunma hattini siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi olusturmaktadir. Bu
enzim Kkatalitik aktivitesi ile O2” ‘nin H202 ve Oz’ye doniistiiriilerek etkisiz hale

getirilmesini saglamaktadir. SOD’un memelilerde ii¢ adet izoenzimi bulunmaktadir.
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SOD1, hiicre sitozoliinde konumlanmistir ve katalitik aktivitesini gergeklestirebilmek
icin ¢inko ve bakir kofaktorlerine ihtiyag duymaktadir. SOD2, mitokondride
konumlanmakta ve kofaktor olarak mangan elementini kullanmaktadir. SOD3 ise,
disaridan gelebilecek O2’ye karsi hiicreleri korumak amaci ile ekstraseliiler alanda
konumlanir ve kofaktor olarak ¢inko ve bakira gereksinim duyar. Glutatyon peroksidaz
(GPx), oksidatif strese karsi en etkili enzimatik antioksidandir. Kofaktor olarak selenyum
bulunduran GPx’in, insanlarda 4 adet izoenzimi bulunmaktadir. GPx’ler tripeptid yapida
olan glutatyonu (GSH) kullanarak katalitik aktivitelerini ger¢eklestirmektedir. Bu enzim,
H20. ve organik peroksit (ROOH) gibi serbest radikalleri, aktif merkezinde yer alan
selenosistein aminoasidinden iki elektron vererek indirger ve yiikseltgenen selenosistein,
selenol (Se-OH) formuna doniisiir. Selenol yapisi iki adet GSH kullanilarak indirgenir ve
GSH’ler arasinda distilfit bagi kurularak okside glutatyon (GSSG) olusturulur. Olusan
GSSG ise glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan, NADPH kullanilarak tekrar GSH
formuna dontistiirtliir (Stone ve Yang, 2006; Fukai ve Ushio-Fukai, 2011; Carocho ve
Ferreira, 2013).

Tablo 1.1. Enzimatik antioksidanlar ve serbest radikaller ile girdikleri reaksiyonlar.

Enzim Hicresel Konum Substrat Reaksiyon
CAT Peroksizom, sitozol H20, 2H,0; — Oz + H,0

Mitokondri, sitozol,

SOb ekstraseltler alan Oz Oz + 02"+ 2H" — H20:+ O3
GPx Sitozol ROOH, ROOH + 2GSH—ROH +
H20 GSSG + H,0

Enzimatik olmayan antioksidan maddeler, hiicreler tarafindan iiretilmekte ya da
disaridan besin yolu ile alinmaktadir. Bu antioksidanlar peptit, vitamin, flavonoid,
karotenoid, kofaktdr, mineral veya ¢esitli azotlu bilesik yapisinda olabilmektedir. Retinol
(A vitamini), karaciger hiicreleri tarafindan B-karoten yikimi sonucu ile iiretilen bir
antioksidan karotenoiddir. Bu karotenoid, lipid peroksidasyonunu baslatan peroksil
radikallerinin etkisiz hale getirilmesini saglamaktadir. Askorbik asit (C vitamini), bitkiler
tarafindan sentezlenen esansiyel bir molekiildiir. Bu molekiil, H2O2, OH-, Oz, O, gibi
serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde gorev alan kuvvetli bir antioksidan
maddedir. a-tokoferol (E vitamini), kan ve dokularda zincirleme lipid oksidasyonunu

onleyici 0zellige sahip olan bir molekiildiir. Tokoferol, fenol halkas: yapisinda yer alan
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hidrojeni peroksil radikallerine vererek lipid peroksidasyonunu dnlemektedir (Burton ve
Traber, 1990; Jee vd., 2006; Barros vd., 2011; Nimse ve Pal, 2015).

Ubikinon (KoenzimQ1o, CoQ1o), 6zellikle elektron tasima sisteminde oynadigi rol
ile bilinen bir molekuldir. CoQio hiicreler tarafindan sentezlenen, yagda ¢6ziinme
Ozelligine sahip olan tek antioksidandir. Bu lipidin indirgenmis formu (CoQioH>),
membran ve lipoprotein peroksidasyonunu onleyerek membran biitinligiini
korumaktadir. Ubikinon aynm1 zamanda a-tokoferolin prooksidan formunun da
indirgenmesini ve aktif E vitaminine doniistimiinii de saglamaktadir (Turunen, Olsson ve
Dallner, 2004; Littarru ve Tiano, 2007).

Flavonoidler, bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak Uretilen fenolik
maddelerdir. Bu maddeler bitkileri fungal ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi
korumaktadir. Ayni zamanda, bitkilerin morétesi 1sinlara maruz kalmasi ile ve
fotosentezin aydinlik evresi sirasinda olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesini
sagladiklar1 da bilinmektedir. Flavonoidler, yapilarinda bulundurduklari hidrojenleri
serbest radikallere vererek dogrudan etki gosterebildikleri gibi; antioksidan enzimleri
aktive ederek, oksidaz enzimleri inhibe ederek, metal selatlayarak ve prooksidan
molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak da antioksidan aktivite gOstermektedirler
(Pietta, 2000; Prochazkova, Bousova ve Wilhelmova, 2011).

1.4.1 Resveratrol

[k kez 1940 yilinda, Veratrum grandiflorum bitkisinin koklerinde tespit edilmis
olan resveratrol (3,4°,5-trans-trihidroksi-stilben), stilbenler grubuna ait bir flavonoiddir.
Resveratroliin dogada cis ve trans olmak iizere iki formu bulunmakla beraber, trans-
resveratrol cis formuna gore ¢ok daha kararli bir yapiya sahiptir. Resveratrol dogada
ozellikle kirmizi iiziimde ve bunun yaninda bogiirtlen, dut, fistik ve cesitli bitkilerin
kokinde bulunmaktadir. Resveratroliin sentezi stilben sentaz enzimi tarafindan, ii¢
malonil koenzim A molekilu ve bir 4-kumaroil koenzim A molekiilii kullanilarak
gerceklestirilir (Bkz. Sekil 1.7). Resveratrol bitkiler tarafindan bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlar, ani sicaklik degisimleri, UV 1sinlar ve agir metaller gibi stres kosullarina

kars1 sentezlenmektedir (Perrone vd., 2017).
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Sekil 1.7. Resveratroliin biyosentezi ve kimyasal yapist (King, Bomser ve Min, 2006).

Resveratroliin anti-oksidan, @strojenik/anti-ostrojenik, anti-inflamatuvar, anti-

koagulant ve dolasim sistemini koruyucu gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Bkz. Sekil 1.8) (Shakibaei, Harikumar ve Aggarwal, 2009; Carter,

D’Orazio ve Pearson, 2014; Akinwumi, Bordun ve Anderson, 2018). Resveratroliin ayn1

zamanda cesitli kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaglara karsi hassasiyetini arttirdigi

bilinmektedir (Bkz. Tablo 1.2) (Gupta vd., 2011).

Tablo 1.2. Resveratrol ile uygulandiginda hiicrelere karst terapitik etkisi artan ilaglar ve etki
mekanizmalari. NSCLC, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri; NHL, Non-Hodgkin 16semi; MM, multipl
miyelom; 5-FU, 5-floroagil; KBv200, serviks kanseri hiicre hatti; AML, akut miyeloid losemi. (Gupta vd.,

2011).
Kemoterapotik madde TUumdr tipi Mekanizma
Cisplatin, Gefitinib, Paclitaxel NSCLC Survivin |
Paclitaxel NHL, MM Bel-xL |
5-FU Kolon kanser hiicreleri Sentrozom artig1, Kaspaz-6 1
Velcade MM, T hicreli 16semi Fas/CD95 1
Doxorubicin Melanom Cyclin D1 | ve p53 1
Vincristine, adriamycin Ag1z kanseri P-glikoprotein |, Bel-2 |
Paclitaxel KBv200
Doxorubicin AML MRP |
Paclitaxel Akciger kanseri hiicreleri p21waft ¢
Velcade, thalidomide MM NF-xB | ve STAT3 |
Gemcitabine Pankreas kanseri hicreleri NF-kB |

In vitro ve in vivo ortamlarda yapilmis olan ¢alismalar, resveratroliin anti-kanser

etkisini, hiicre dongiisii ve apoptoz yolaklar ile etkilesime girerek gerceklestirdigini
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gostermektedir. Resveratrol apoptotik etkisini; aktivator protein 1 (AP-1), niikleer faktor-
kappaB (NF-kB), survivin ve siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibisyonu ve bununla beraber
p53 yolagmin aktivasyonu gibi etkiler gostererek gerceklestirmektedir. Resveratroliin
hiicre kiiltiirli calismalarinda, kanserin baslatilmasi ve tesvik edilmesinde rol oynayan
p53, FoxO ve ATF3 gibi transkripsiyon ve biiylime faktorlerinin etkilerini baskilayarak
kanserin ilerlemesini 6nledigi ve meme, prostat, pankreatik, karaciger ve kolorektal
kanser dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir.

(Huang vd., 1999; Manna, Mukhopadhyay ve Aggarwal, 2000; Fulda ve Debatin, 2004).

Resveratrol

L
/

[ . . . .\\\. { 7—\\'\ /’! / 1Iv A A7 H ) Eqpya “\\,
*Faz | ve Il enzimlerinin | | < fiicre déngiisiinii *Anjiyogenezin inhibisyonu

4 : RasNE *MMP'lerin inhibisyonu
diizenlenmesi durdurucu N = Y

, -Apoprtotik *EMT modiilasvonu
*DNA onarim *Anti-oksidan sInvazyon ve metastaz

\-R()S‘un temizlenmesi ) \~/\nu—ml'lnm:nu,zu/ " inhil‘)iS'\'(mU

Baslangig Yilkselme \ {lerleme
Normal Uyarilmig Kanser Kétii Huylu
Hiicre Hiicre Hiicresi Hiicre
| _ |
[lagla Koruma

[ |
' Terapotik etkiler

Sekil 1.8. Resveratroliin antikanser etkilerinin altinda yatan potansiyel mekanizmalar: 6zetleyen

sematik bir diyagram (Ko vd., 2017).

1.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; hiicrelerde olusan serbest radikallerin, antioksidan sistemlere karsi
baskinlik kurmasi sonucunda olusan dengesizlik durumudur. Bu durum, hiicrelerde
bulunan biyolojik molekiillerin yapi1 ve fonksiyonlarinin zarar gérmesine ve lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi hiicre biitlinliigiinii bozan
durumlarin olusmasina neden olmaktadir. Oksidatif stresin yaslanma, kanser, diyabet,

kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik sistemi bozukluklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar
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gibi 100’den fazla insan hastaliginin patolojisinde rol oynadigi bilinmektedir (Halliwell,
2015; Aradjo, Martins ve Borba, 2016).

Oksidatif DNA hasari, hiicrelerde olusan mutasyonlarin ana kaynagi olarak
goriilmektedir. Hiicrelerde her giin, serbest radikal aktivitesi sonucu 10* DNA hasarmin
olustugu disiiniilmektedir. Serbest radikallerin guanozin ile etkilesimi sonucunda,
DNA’da mutasyona yol acan 8-hidroksideoksi guanozin (8-OHdG) ve RNA’da
mutasyona yol acan 8-hidroksi guanozin (8-OHG) molekiilleri ortaya g¢ikmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar, bu iki molekiiliin ¢esitli kanser tiirlerinde ve hayvan modellerinde
yiikksek oranda arttigini ortaya ¢ikarmistir. 8-OHdG, sitozinin yaninda adenin ile de
eslesebilme Ozelligine sahiptir ve adenin ile eslesmesi sonucunda, tiimor baskilayici
genlerde ve onkogenlerde siklikla karsilasilan mutasyonlart meydana getirmektedir. Bu
iki molekiil, oksidatif niikleik asit hasarmnin belirlenmesinde bir gosterge olarak siklikla
kullanilmaktadir (Gill, Piskounova ve Morrison, 2016; Klaunig ve Wang, 2018).

Oksidatif stres, kanser hiicrelerinin olusum, proliferasyon ve metastaz asamalarinin
timi ile iliskisi olan bir durumdur. Bu perspektif ile, antioksidan enzimleri timor
baskilayici olarak diisiinmek miimkiindir. SOD1 ya da SOD2 enzimlerini kodlayan
genleri susturulmus olan farelerde yiiksek oranda oksidatif hasar olusumu ve bu hasara
bagl olarak gesitli kanserlerin gelistigi gozlemlenmistir. ATM, P53 ve BRCAL gibi
tiimor baskilayic1 genlerin mutasyon sonucuyla fonksiyon kaybetmesi, hiicre i¢i ROS
seviyelerinin yiikselmesine neden olmakta ve bu sayede baska genlerinde mutasyon
riskini arttirarak kanserlesme siirecine katki saglamaktadir (Fraga vd., 1990; Van
Remmen vd., 2003; Elchuri vd., 2005).

Hiicre igerisindeki yiiksek ROS miktari, saglikli hiicrelerde oldugu gibi kanser
hiicrelerinde de nekrotik ya da apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Ancak diisiik
miktardaki ROS miktarinin hiicreleri prolifere ettigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar bu
proliferasyon etkisini, kanser hiicrelerinde ROS konsantrasyonuna bagli Nrf2, MAP
kinaz, NF-xB ve HIF-1a gibi faktorlerin iretim seviyelerindeki degisiklige baglamistir
(Kensler, Wakabayashi ve Biswal, 2007; Rankin ve Giaccia, 2008).
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1.6. Cisplatin

Cisplatin (cis-diamminedichloridoplatinum(II)); meme, akciger, kolon, rahim ve
testis gibi pek ¢ok kanserin tedavisinde, tek basina veya bagka kemoterapotik ilaglar ile
kombinasyon seklinde uygulanarak siklikla kullanilan kemoterapotik bir ajandir.
Cisplatinin molekiiler yapisinda; merkezde bir platin ve bu platine bagl iki klortir ile iki
metil grubu yer almaktadir. Cisplatin, hiicredis1 kloriir konsanstrasyonunda kararli bir
yapiya sahiptir ve pasif diflizyon ya da CTR1 gibi tasiyict proteinler araciligi hiicre
icerisine girebilmektedir. Sitoplazmadaki diisiik kloriir konsantrasyonu ile cisplatin
hidrolize olmaktadir. Son derece elektrofilik olan hidrolize cisplatin, proteinlerin siilfidril
gruplar1 ve niikleik asitlerin azot verici bolgeleri gibi nikleofilik olan molekdller ile
etkilesime girerek hiicresel hasara neden olmaktadir (Bkz. Sekil 1.9). Indirgenmis
glutatyon (GSH), metallotiyonein, metiyonin, proteinler ve piirin bazlari, cisplatinin
hicre ici hedeflerindendir (Galluzzi vd., 2012; Dasari ve Tchounwou, 2014).

Cisplatin, piirinlerin N7 reaktif merkezine baglanarak DNA’da sarmal i¢i ve
sarmallar aras1 capraz baglar olusturarak sitotoksik etkisini gostermektedir. Capraz
baglarin biiyiik bir ¢ogunlugu 1,2 sarmal i¢i d(CpG) ve d(ApG) yapilaridir. Cisplatinin
olusturdugu DNA hasar1 hiicre dongiisiini G2 ve S fazinda durdurarak, niikleotid
eksizyon onarimi (NER) ve yanlis eslesme onarimi (MMR) gibi tamir mekanizmalarinin
devreye sokulmasini tetikler. DNA onarilamayacak kadar hasarli bir halde ise Fas, p53,
p73 ve Chk2 proteinlerinin aktivasyonu saglanmakta ve hiicre apoptoz mekanizmasi
araciligi ile 6lmektedir (Eastman, 1987; Sancar vd., 2004; Vitale vd., 2011).

Cisplatinin sitotoksik etkisinin bir diger nedeni de hiicrelerde doz ve uygulanma
stiresi ile dogru orantili bir sekilde oksidatif stres olusturmasidir. Tiyol grubu igeren
antioksidanlar, hiicrelerde serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde basrol
oynamaktadir. Cisplatin, tiyol gruplari ile etkilesime girerek tiyil radikali olusumuna

neden olmaktadir (Brozovic, Ambriovi¢-Ristov ve Osmak, 2010).
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Sekil 1.9. Cisplatinin olusturdugu DNA hasari ve oksidatif stres sonucunda olusturulan apoptotik
yanit (Galluzzi vd., 2012).
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2. GERECLER
2.1. Kullanilan Laboratuvarlar ve Hiicre Hatti

MCF-7 (ATCC® HTB-22™) meme adenokarsinom hiicre hatti, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’dan temin edilmistir. Tezin
deneysel asamasi Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Arastirma
Laboratuvarinda yapilmis olup, akis sitometri ¢alismalar1 Bitki, Ilag ve Bilimsel

Arastirmalar Merkezi’nde (AUBIBAM) gerceklestirilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Resveratrol (Sigma-Aldrich — ABD); cis-diaminplatinyum (1) diklorid (cisplatin)
(Sigma-Aldrich — ABD); Anneksin V-Floresanizotiyosiyanat (FITC)/Propidyum Iyodiir
(PI) apoptoz kiti (Becton Dickenson - ABD); JC-1 Kiti (Becton Dickenson - ABD.);
TUNEL htcre 6lim tespiti kiti (Roche - Almanya); Total Antioksidan Durum (TAS) kiti
(MEGA TIP — Turkiye); Total Oksidan Durum (TOS) kiti (MEGA TIP — Turkiye);
dimetilsulfoksit (DMSO) (Applichem - Almanya); disoydum fosfat (Na;HPQO4) (Merck
- Almanya); etil alkol (Necm Kimya - Turkiye), fotal sigir serumu (FBS) (Biochrom -
Almanya); sodyum piruvat (Thermo Fisher Scientific — ABD); Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 besiyeri (Sigma-Aldrich — ABD); MTT [(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur)] (Applichem - Almanya); penisilin - streptomisin
soliisyonu (Thermo Fisher Scientific — ABD); potasyum dihidrojen fosfat (KH2PQOs)
(Merck - Almanya); sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck - Almanya); sodyum hidroksit
(NaOH) (Merck - Almanya); sodyum kloriir (NaCl) (Detsan - Turkiye); paraformaldehid
(Sigma-Aldrich - ABD); tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich — ABD); tween 20 (Sigma-
Aldrich - ABD); trisodyum sitrat-5,5-hidrat (CsHsNasO- * 5,5 H.O) (Merck — Almanya).

2.3. Kullanilan Cihazlar

Akim sitometri cihazi (Becton Dickinson FACS Aria | Cell Sorter — ABD), sivi
azot tanki (Taylor Wharton - Almanya); buzdolabi (Argelik - TUrkiye); derin dondurucu
(-20°C) (Arcelik No Frost-Turkiye); ultra diisiik sicaklikli dondurucu (Eppendorf U410 —
Almanya); karbondioksitli (CO2’li) etiiv (Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240 —
ABD); distile su cihazi (Niive ND12 - Turkiye); Enzim Bagli Immunosorbent Yo6ntem
(ELISA) okuyucu (BioTek ELx800 - US); UV-Vis spektrometre (Shimadzu UV-160A -
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Japonya); etiiv (Nuve FN500 - Turkiye); floresan mikroskop (Leica DMI 4000B -
Almanya); hassas terazi (Ohaus AV264C - isvicre); inverted mikroskop (Leica DM IL
LED - Almanya); laminar kabin (Steril Kabin) (Thermo Fisher Scientific Heracell 150i —
ABD); otoklav (ALP CL32L - Japonya); santriflij (Thermo Fisher Scientific Heraus
Megafuge 1.0R — ABD); sterilizator (Nuve FN 500-Turkiye); su banyosu (Nive BM 302
- Turkiye); vorteks (IKA Yellowline TTS2 - Cin); manyetik karistirict (Sigma Aldrich
Heidolph 3001 — ABD); calkalayic1 (Biometra WT 17 — Almanya).
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3. YONTEMLER
3.1. Hicre Kulturi

MCEF-7 hucreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin — streptomisin, 1 mM
sodyum piruvat ve 1 mM L-glutamin iceren RPMI — 1640 besiyerinde, %5 CO. ve %95
bagil nem igeren etiivde 37 °C’de biyitilmuslerdir.

3.1.1. Hiicrelerin stoklanmasi ve pasajlanmasi

Hucreler flask yuzeyini %75-80 kapladiktan sonra besi ortami ortamdan
uzaklastirilip, hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kere yikanmistir. 1X
tripsin-EDTA ortama eklenerek hcrelerin kalkmasi saglanmistir. Flask yiizeyinden
kalkan hucreler 1000 pL besi yeri kullanilarak santrifiij tiplerine aktarilip 1400 rpm
devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant dokiilerek hiicre
cokeltileri tekrar besi yerinde siispanse edilmistir.

Hiicrelerin stoklanmasi i¢in her bir viale 1900 pL hiicre slispansiyonu aktarilmis ve
tizerlerine 100 pL dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. Hazirlanan vialler Mr.Frosty
dondurucu kabinda -86 °C’de bir gece bekletildikten sonra daha sonra kullanilmak tizere
s1v1 azot tankinda saklanmustir.

Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in olusturulan siispansiyon 1:3 oraninda 10 mL besiyeri
iceren flasklara aktarilmis ve %5 CO2 ve %95 bagil nem igeren etiivde 37 °C’de

bliylimeleri ve ¢cogalmalari saglanmustir.

3.2. Etken Madde Dozlarinin Hazirlanmasi
3.2.1. Cisplatin

0,5 molar derigime sahip olan ana stok, toz halde bulunan cisplatinden 15 mg
tartilip 100 uL DMSO’da ¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Deneylerde kullanilan cisplatin dozlari, 0,05 ve 0,005 molar derigimli ara
stoklar kullanilarak, DMSO’nun %0,2’lik toksik dozu gz Oniinde bulundurularak

hazirlanmastir.

3.2.2. Resveratrol

0,5 molar derisime sahip olan ana stok, toz halde bulunan resveratrolden 11,40

mg tartilip 100 pL DMSO’da ¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20 °C’de muhafaza
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edilmistir. Deneylerde kullanilan resveratrol dozlari, 0,05 ve 0,005 molar derisimli ara
stoklar kullanilarak, DMSO’nun %0,2’lik toksik dozu gz oOniinde bulundurularak

hazirlanmustir.

3.3. Sitotoksisite Testleri
3.3.1 Cisplatin ve resveratrolin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Maddelerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) yontemi kullanilmistir. MTT yontemi ucuz, hizli ve
uygulanmasinin kolay olusu sebebiyle, hilcre canliliginin belirlenmesi amaciyla
arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir (Mosmann, 1983). Ydntem, normal
sartlarda sar1 renge sahip olan MTT’nin, hiicre icerisinde bulunan oksidorediiktaz
enzimleri tarafindan indirgenerek suda ¢oziinmeyen, mor renkli formazan tuzuna
donistiirilmesi  esasina dayanmaktadir (Bkz. Sekil 3.1). Formazan tuzunun
spektrofotometrik olarak olgtlebilen absorbans degeri, kiltlirdeki hiicrelerin sayisini ve
metabolik aktivitelerini yansitmaktadir ve proliferasyon arttikca formazon tuzu

olusumuna bagli olarak absorbans degeri artig gosterir (Carmichael vd., 1987).

N
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/ rediiktaz 7 4
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MTT (san) Formazan (mor)

Sekil 3.1. Formazan tuzunun olusumu (http-6).
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3.3.1.1 MTT yonteminin uygulanmast

Flasklarda uygun yogunluga ulasan hiicreler, her bir kuyucukta 5x10% hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin
ardindan cisplatin (CDDP) ve resveratrol (RSV) igin olusturulmus olan 11 adet
konsantrasyon (1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,90, 1,95, 0,97 uM) 4
tekrar olacak sekilde kuyucuklara eklenmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24
saatin ardindan her kuyucuga 5 mg/mL derisime sahip 20 uL. MTT boyas1 karanlik
ortamda eklenerek kuyucuklar 3 saat etiivde bekletilmistir. 3 saatin ardindan besiyeri ve
MTT boyas1 kuyucuklardan tamamen cekilip, her bir kuyucuga formazan kristallerinin
¢oziilmesini saglamak amaciyla 200 pL DMSO eklenmis ve plakalar 15 dakika boyunca
calkalayicida bekletilmistir. Calkalayicidan alinan plakalarin, ELx800 Bio-Tek plaka
okuyucusunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢timleri gergeklestirilmistir.

3.3.1.2 Inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Inhibisyon konsantrasyonlar1, spektrofotometrik 6l¢iimler sonucu elde edilen
veriler kullanilarak belirlenmistir. Higbir ila¢ ile muamele edilmemis olan kontrol
grubunun canliligi %100 olarak kabul edilip, hiicrelerin %50’sini ve %80’ini inhibe eden

konsantrasyonlar (ICso ve 1Cgo) belirlenmistir.

3.3.2 Kombinasyon dozlarinin belirlenmesi ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi

Cisplatin ve resveratroliin 1Csg dozlarinin ayn1 ylzdeleri (%100, 75, 50, 40, 30,
20, 10) kullanilarak dokuz adet kombinasyon olusturulmustur. Ornegin denklem 3.1°de

gosterildigi gibi % degerleri kullanilarak;
%75 Kombin = CDDP ICsp %75 + RSV ICs0 %75 (3.2)

Olusturulan bu kombinasyonlarin hiicreler izerindeki inhibe edici etkileri MTT

yontemi ile belirlenmistir.

3.3.3 Kombinasyon indeksinin belirlenmesi

[lag kombinasyonlarinda arastirilmasi gerekilen énemli bir konu da ilaglarin
etkilesimlerinin belirlenmesidir. Bu amacgla, CompuSyn programinda Chou-Talalay

metodu ile kombinasyon indeksi (CI) hesaplanmistir. Bu hesaplama sonucu ilaglarin
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sinerjistik (ClI<1), aditif (Cl=1) veya antagonistik (CI>1) etkiye sahip olduklari
belirlenebilmektedir (Chou ve Talalay, 1984; T. C. Chou, 2010).

3.4 Apoptozun Belirlenmesi
3.4.1 Annexin V-FITC/PI yontemi

Apoptozun erken safhalarinda hiicre membraninda ¢esitli degisiklikler
gerceklesmektedir. Apoptoz kaskatini baglatmis olan bir hiicrede gerceklesen ilk
degisikliklerden biri, ¢ift katmanli hiicre zarmin i¢ tarafinda konumlanmis olan
fosfatidilserinlerin (PS) zarin dig tarafina yer degistirerek agiga ¢ikmasidir. Annexin V,
Ca2" varliginda dis zara ¢ikmis olan PS’ler ile baglanabilen bir proteindir. Yesil floresan
0zellige sahip olan floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenmis Annexin V kullanilarak
(Annexin V-FITC) apoptozun erken safhalarinda membran disina konumlanan PS’lerin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Apoptozun ge¢ evresine gelmis olan hiicreler
ve nekrotik olan hiicreler membran biitiinligiinii kaybetmeye baslarlar. Erken apoptotik
hlcreler ile beraber bu hiicrelerin de belirlenebilmesi icin Annexin V-FITC ile birlikte
kirmizi renge sahip floresan bir boya olan propidyum iyodiir (PI) de siklikla
kullanilmaktadir. PI, saglikli hiicrelerin membranindan gegcemezken, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin dis ve ¢ekirdek zarindan gegerek DNA’ya baglanmaktadir. Hucreler
Annexin V-FITC ve Pl ile muamele edilerek, boyanmamis olan saglikli hiicreleri (FITC
/PI), erken apoptotik hiicreleri (FITC*/PI") ve gec apoptotik ya da nekrotik olan hiicreleri
(FITC*/PI") ayirmak miimkiin olmaktadir (Bkz. Sekil 3.2) (Vermes vd., 1995; Fried,
Perez, & Clarkson, 1976; Koopman vd., 1994).
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Sekil 3.2. Annexin V-FITC/PI boyama ile apoptotik hicrelerin belirlenmesi (http-7).
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3.4.1.1 Yontemin uygulanmast

MCF-7 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki
besiyeri tamamen c¢ekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlar
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin sonunda htcreler
soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan 1x tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmastir.
Kalkan hiicreler 1 mL besi ortami kullanilarak tiiplere aktarilmig ve 5 dakika boyunca
1400 rpm’de santrifiij edilmistir. Kit igeriginden ¢ikan ve 10X derisime sahip olan
baglanma tamponu (Binding Buffer), dH2O kullanilarak 1X’lik derisime getirilmistir.
Santrifiijiin ardindan tiiplerdeki siipernatant dokiilmiis ve her bir tiipe 100 pL baglanma
tamponu eklenip pipetlenmistir. Hi¢ boya eklenmeyen negatif kontrol grubu disinda her
tipe 5 pL FITC-Annexin V ve 5 uL PI boyasi eklenmis ve tiipler karanlikta, oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. 15 dakikanin ardindan tiiplere 400 pL daha

baglanma tamponu eklenerek akim sitometri cihazinda analizleri gerceklestirilmistir.

3.4.2 Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi

Mitokondri, apoptotik hiicre 6liimii sirasinda 6nemli roller oynayan bir organeldir.
Mitokondri membran potansiyeli (Aymt), hiicrelerin fonksiyonel durumu ile ilgili nemli
bir belirtectir. Apoptozun baslatici ve sonlandirici elemanlar1 olan kaspazlarin aktif hale
getirilmesi i¢in, mitokondri sitozoliinden sitokrom c ve apoptozu uyarici faktorler gibi
molekiillerin  hiicre sitoplazmasina aktarimi  gerekmektedir. Bu  molekullerin
mitokondriden sitozole gec¢isi mitokondri membran potansiyelindeki bozulma ile
iliskilendirilmistir. Floresan 6zellikli lipofilik katyon bir madde olan JC-1, (5,5,6,6'-
tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolokarbo-siyanin iyodur) mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisimin belirlenmesi amaci ile siklikla kullanilmaktadir. JC-1, ylksek
mitokondri membran potansiyeli etkisi altinda J-agregatlar1 adi verilen yapilar
olustururlar. Normal sartlar altinda JC-1 boyasi yesil floresan i1sima yayarken, J-
agregatlar1 turuncu-kirmizi renkli 1s1ma yaymaktadir. Bu renk ayrimi kullanilarak
hiicrelerdeki mitokondri membran potansiyelinin durumu kantitatif ve kalitatif olarak
incelenebilmektedir (Barbieri vd., 1998; Facompré vd., 2001; Perelman vd., 2012).
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3.4.2.1 Yontemin uygulanmast

Deneye baslamadan 6nce kit igerisinden ¢ikan 10X derisimli deney tamponu
(Assay Buffer) dH>O kullanilarak 1X’lik derisime getirilmistir. Stok soliisyonunun
olusturulmasi icin kit iceriginden ¢ikan JC-1 boyast 65 pL DMSO’da ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan stok soliisyonu 6.445 pL deney tamponuna eklenerek c¢alisma soliisyonu
(Working Buffer) elde edilmistir.

MCF-7 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki
besiyeri tamamen c¢ekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlari
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmustir. 24 saatin ardindan hicreler
soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan 1X tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmistir.
Kalkan hiicreler 1 mL besi ortam1 kullanilarak tiiplere aktarilmis ve 5 dakika stiresince
1400 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiip icerigindeki siipernatant
dokiilmiis ve boya koyulmayan negatif kontrol grubu hari¢ her bir tiipe 0,5 mL ¢alisma
soliisyonu eklenmistir. Tiipler pipetlendikten sonra 15 dakika boyunca 37 °C’de etiivde
bekletilmistir. Etiivden ¢ikan tiiplere iki kere yikama islemi uygulanmistir. Birinci
yikamada tiiplere 2 mL, ikinci yikamada ise tiiplere 1 mL deney tamponu eklenerek her
yikamadan sonra tlipler 5 dakika boyunca 1400 rpm’de santrifiij edilmistir. Son
santrifiijiin ardindan tiiplere 0,5 mL deney tamponu eklenerek akim sitometri cihazinda

analizleri gergeklestirilmistir.

3.4.3 TUNEL yontemi

Apoptoz mekanizmasinin son agamalarindan biri, endoniikleaz enzimlerinin aktif
hale getirilmesidir. Aktif hale gegen endoniikleaz enzimler DNA ¢ift sarmalin1 300 — 500
kilobazlik (kb) parcalara ayirirlar. Olusan DNA pargalari, Terminal deoksintkleotidil
transferaz-aracili d-UTP Agik Ug Etiketleme (TUNEL) yontemi kullanilarak tespit edilip,
apoptoz yolu ile 6lmekte olan hiicrelerin belirlenmesi amaci ile yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. TUNEL yonteminin temel prensibi, hiicrelerde olusan agik ugclu DNA
parcalarinin, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi araciligiryla, modifiye
edilmis niikleotidlerle (6rn; Biotin-dUTP, DIG-dUTP, floresin-dUTP) isaretlenmesidir.
Kullanilan niikleotidler floresan molekiillerle etiketli olduklar1 i¢in, yOntemin

uygulanmasi sonucunda apoptozun ge¢ asamasina gelmis olan hiicreler yaptiklari
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floresan 1s1ma ile kantitatif ve kalitatif olarak incelenebilmektedir (Gorczyca vd. 1992;
Gavrieli vd. 1992; Li vd. 1996).

3.4.3.1 Yontemin uygulanmasi

Deneye baslamadan 6nce deneyde kullanilacak li¢ ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerden ilki olan paraformaldehit ¢ozeltisi; 0,2 gr paraformaldehit, 8 mL PBS ve 2
mL 5N NaOH kullanilarak hazirlanmistir. Gegirgenlik ¢0zeltisi; 0,01 gr tri-sodyumsitrat,
10 pL, polisorbat 20 ve 10 mL dH20 kullanilarak hazirlanmistir. Etiketleme ¢ozeltisi, kit
iceriginden c¢ikan etiket soliisyonundan 450 pL ile enzim soliisyonundan 50 pL
karistirilarak hazirlanmistir.

MCF-7 hucreleri, her kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu
plakalara ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin sonunda
kuyucuklardaki besiyeri tamamen cekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin
kombinasyonlart kuyucuklara eklenmis ve tekrar 24 saat inkibasyona birakilmistir. 24
saatin ardindan kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilmis ve her kuyucuga 100 pL
paraformaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 15 dakikanin ardindan paraformaldehit ¢ozeltisi
kuyucuklardan c¢ekilmis ve her kuyucuk ii¢ kere PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden
sonra kuyucuklara 100 pL gecirgenlik ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar buz iizerinde
bekletilmistir. 2 dakikalik bekleme sonrasi kuyucuklardaki gecirgenlik cozeltisi
kuyucuklardan c¢ekilmis ve her kuyucuk ii¢ kere PBS ile yikanmistir. Yikama isleminin
ardindan karanlik bir ortamda her kuyucuga 50 pL etiketleme ¢oOzeltisi ilave edilmis,
plakalar parafilm ve aliiminyum folyo ile sarilarak bir saat, 37 °C’de etiivde bekletilmistir.
Bir saatin sonunda her kuyucuktaki etiketleme ¢ozeltisi ¢ekilerek kirmizi 11k altinda g
kere PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama sonrasinda floresan isaretli DNA
kiriklari, floresan mikroskobu kullanilarak 40X biiyiitmede incelenmis ve

fotograflanmistir.

3.5 Huicrelerdeki Oksidatif Dengenin Belirlenmesi
3.5.1 Total Oksidan Durum (TOS) yontemi

Hucrelerdeki antioksidan diizeyinin, olusan serbest radikaller karsisinda yetersiz
kalmasi1 sonucunda oksidatif stres ad1 verilen durum ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stresin

kanser olusumu, ilerleyisi ve yayilisinda rol oynadigi bilinmektedir. Serbest radikal
gruplart olan reaktif oksijen tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS), kanser
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hlcrelerinde mitokondriyal solunum, peroksizomlar ve hicrelere uygulanan
kemoterapotik ilaglar sonucu olusabilmektedir (Saed, Diamond ve Fletcher, 2017
Klaunig ve Wang, 2018). TOS yontemi, hiicrelerdeki serbest radikal miktar1 hakkinda
genel bir bilgi vermektedir. TOS’un temel prensibi, orneklerde yer alan serbest
radikallerin, yontemde kullanilan selator kompleksi yapisinda yer alan Fe?* iyonunu Fe3*
iyonuna yiikseltgemesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon, yontemin gerceklestirildigi
asidik ortamda renk degisikligi meydana getirmektedir. Olusan renk siddeti, drnekte
bulunan oksidan molekiillerinin miktari ile orantilidir ve spektrofotometre ile 6lcilerek,
orneklerdeki total serbest radikal miktar1 hakkinda kantitatif bir sonug elde edilmektedir

(Erel, 2005).

3.5.1.1 Yontemin uygulanmast

MCF-7 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki
besiyeri tamamen c¢ekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlar
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin sonunda htcreler
soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan 1x tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmigtir.
Kalkan hucreler 1 mL dH20 kullanilarak tiiplere aktarilmig ve pipetlenmistir. Total
oksidan durumun belirlenebilmesi i¢in hiicrelerin pargalanmasi gerekmektedir.
Hiicrelerin parcalanmasi isleminde ultra sonikator kullanilmigtir. Hiicrelerin yer aldigi
tipler buz icerisinde, 30 saniye boyunca, 60 MHz frekansta sonikasyon islemine maruz
birakilarak deneyde kullanilacak 6rnekler olusturulmustur. Her bir tlipten 75 pL 6rnek
alinmig ve 500 pL kit igeriginden ¢ikan reaktif 1 ile karistirilarak spektrofotometre
kiivetine aktarilmistir. Kit iceriginden ¢ikan standart ¢ozeltisi kullanilarak bir standart
klveti ve dH20 kullanilarak bir kor kiiveti hazirlanmistir. Kiivetler, reaktif 1 eklendikten
30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 530 nm’de okutulmus ve absorbans degeri
(Al) elde edilmistir. A1 verileri alindiktan sonra her bir kiivete kit igeriginden ¢ikan
reaktif 2°den 25 pL eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de bekletilip, spektrofotometre
cihazinda 530 nm’de okutulmus ve absorbans verileri (A2) kaydedilmistir. TOS, denklem
3.2 ve 3.3’te gosterildigi sekilde hesaplanmustir.

A2 - A1 = AAbsorbans (3.2)

_ A Ornek Absorbans
TOS (umol/L) = Fgn dart Absorbans * 1° (33)
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3.5.2 Total Antioksidan Durum (TAS) yontemi

Hucrelerde bulunan katalaz, stuperoksit dismutaz ve glutatyon gibi antioksidan
molekiiller, olusan serbest radikaller ile siirekli yarig halindedir. Hucrelerin oksidatif
denge durumunun belirlenebilmesi amaci ile total oksidan miktarma ek olarak
antioksidan miktarinin da incelenmesi gerekmektedir. Bu amag igin 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiyazolin -6-siilfonat) (ABTS*) temelli metotlar siklikla kullanilmaktadir.
Renksiz olan ABTSS®, asidik ortamda (pH 3.6) hidrojen peroksit tarafindan
yiikseltgendiginde, koyu yesil renge sahip olmaktadir. Ortamin pH degeri
yiikseltildiginde (pH 5.8) ise koyu yesil olan renk yavas yavas acilmaktadir. Reaksiyona
eklenen antioksidan maddeler, madde yogunlugu ile ters orantili bir sekilde beyazlasma
islemini kisaltmaktadir. Bu sayede, orneklerdeki antioksidan maddelerin yogunlugu,
ortamin beyazlagma miktarma gore spektrofotometre cihazi ile belirlenebilmektedir

(Erel, 2004).

3.5.2.1 Yontemin uygulanmast

MCF-7 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis ve plakalar 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki
besiyeri tamamen c¢ekilerek CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlar
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin sonunda hticreler
soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan 1X tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmistir.
Kalkmis olan hicreler 1 mL dH20 kullanilarak tiiplere aktarilmis ve pipetlenmistir. Total
antioksidan durumun belirlenebilmesi icin hiicrelerin parcalanmasi gerekmektedir.
Hiicrelerin parcalanmasi isleminde ultra sonikatdér kullanilmistir. Hiicrelerin yer aldig
tiipler buz igerisinde, 30 saniye boyunca, 60 MHz frekansta sonikasyon islemine maruz
birakilarak deneyde kullanilacak 6rnekler olusturulmustur. Her bir tiipten 30 pL 6rnek
alinmis ve 500 pL kit iceriginden ¢ikan reaktif 1 ile karistirillarak spektrofotometre
kiivetine aktarilmistir. Kit iceriginden ¢ikan standart ¢6zeltisi kullanilarak bir standart
kiveti ve dH20 kullanilarak bir kor kiiveti hazirlanmistir. Kiivetler, reaktif 1 eklendikten
30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 660 nm’de okutulmus ve absorbans degeri
(A1) not edilmistir. A1 verileri alindiktan sonra her bir kiivete kit i¢eriginden ¢ikan reaktif
2’den 75 pL eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de bekletilip, spektrofotometre
cihazinda 660 nm’de okutulmus ve absorbans verileri (A2) not edilmistir. TAS, denklem

3.4 ve 3.5’te gosteriligi sekilde hesaplanmaistir.
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A2 - A1 = AAbsorbans (3.4)

[(A Kor Absorbans)-(A Ornek Absorbans)]
(A Kor Absorbans)-(A Standart Absorbans)]

TAS (mmol/L) = [ (3.5

3.5.3 Oksidatif Stres indeksinin (OSI) belirlenmesi

Hucrelerin oksidatif denge durumlarinin tespiti i¢in oksitatif stres indeksi (OSI)
hesaplanmistir. OSI, TOS ve TAS sonuglar1 belirlendikten sonra denklem 3.6’da
gosterildigi sekilde hesaplanabilmektedir. TAS sonucu mmol/L cinsinden oldugu igin,

hesaplamadan 6nce pumol/L cinsine ¢evirilmistir.

TOSx100

OSI = TAS

(3.6)

3.6 istatistiksel Analiz

MTT deneylerinde her bir grup i¢in dort kuyucuk kullanilmis ve deneyler 3 kere
tekrarlanmistir. Deney sonuglari, kontrol gruplarinin canlilik degerleri %100 kabul
edilerek hesaplanmistir. Hesaplanan degerlerin istatistiksel yonden anlamliliklari,
GraphPad Prism 7 programi kullanilarak tek yonlii varyans (one-way ANOVA) analizi

ile gerceklestirilmistir.

35



4. BULGULAR
4.1 Sitotoksisite Bulgular:
4.1.1 Cisplatin ve resveratroltn sitotoksik etkileri

CDDP ve RSV’nin 24 saatte hiicre canliligina etkileri belirlenmistir (Bkz. Sekil
4.1, 4.2). Elde edilen veriler ile maddelerin I1Cso degerleri sirasiyla 96+12 pM ve 180+16
MM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.1. Cisplatin konsantrasyonlarinin 24 saat sonucunda MCF-T7 hucre canliligina etkisi
(kontrole gore; **p < 0.01, *p < 0.05).
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Sekil 4.2. Resveratrol konsantrasyonlarinin 24 saat sonucunda MCF-7 hiicre canliligina etkisi

(kontrole gére; ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05).
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4.1.2 Cisplatin ve resveratrol kombinasyonlarinin sitotoksik etkileri

CDDP ve RSV’nin ICsp degerlerinin yiizdeleri kullanilarak hazirlanan
kombinasyonlarin, 24 saatte MCF-7 hicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir
(Bkz. Sekil 4.3, Tablo 4.1). Sonuglarin degerlendirilmesi ile ICso degerlerinin %30’u
(KM30) ve %40’1 (KM40) ile hazirlanmis olan kombinasyonlar, diger deneylerde

kullanilmak iizere secilmistir.
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Sekil 4.3. Cisplatin ve resveratrolun 1Cso dozlarinin yiizdeleri iizerinden hesaplanan
kombinasyonlarin 24 saat sonucunda MCF-7 hiicre canliigina etkisi (kontrole gore; **p <0,01, *p <
0.05).

Tablo 4.1. Cisplatin ve resveratroliin 1Cso dozlarinin yiizdeleri iizerinden hesaplanan
kombinasyonlarin 24 saat sonucunda MCF-7 hiicreleri canliligina etkisi.

ICso Yuizdesi Dozlar (CDDP+RSV) %Inhibisyon
%100 96 UM + 180 M 90,07
%75 72 uM + 135 pM 87,69
%50 48 UM + 90 uM 79,62
%40 38,4 UM + 72 uM 69,73
%30 28,8 UM + 54 pM 49,96
%20 19,2 uM + 36 pM 25,42
%10 9,6 UM + 18 uM 11,85

4.1.3 Kombinasyon indeksi bulgulari

CDDP, RSV ve bu iki maddenin kombinasyonlarmin sitotoksisite verilerine
dayanarak, kombinasyon indeksi hesaplanmistir ve bunun i¢cin CompuSyn programi

kullanilmistir (Bkz. Sekil 4.4, Tablo 4.2).
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Sekil 4.4. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin sitotoksisite verileri kullanilarak

hesaplanan kombinasyon indeksleri (Cl<1(Sinerjist), CI=1(Aditif), CI>1(Antagonist)).

Tablo 4.2. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin sitotoksisite verileri kullanilarak hesaplanan
kombinasyon indeksleri.

I1Cso0 Yuzdesi Dozlar (CDDP+RSV) Cl
%100 96 UM + 180 pM 0,21
%75 72 UM + 135 pM 0,21
%50 48 uM + 90 uM 0,26
%40 38,4 UM + 72 uM 0,37
%30 28,8 UM + 54 pM 0,66
%20 19,2 UM + 36 pM 1,43
%10 9,6 UM + 18 pM 1,86
4.2 Apoptoz Bulgular

4.2.1 Annexin V-FITC/PI

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda MCF-7 hiicreleri
uzerindeki apoptotik etkileri, akis sitometri cihazi ile belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.5,
Tablo 4.3).
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Sekil 4.5. Cisplatin ve resveratroliin ICsg ile 1Cg dozlarinin ve [CDDP+RSV]
kombinasyonlarinin, 24 saat sonucunda, MCF-7 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri (Kontrol grubu
(a), CDDP ICsp dozu [96 uM] (b), CDDP ICg dozu [153 uM] (c), RSV ICso dozu [180 uM] (d), RSV I1Cgo
dozu [288 uM] (e), KM30 kombinasyon dozu [28.8 uM CDDP + 54 uM RSV] (f), KM40 kombinasyon
dozu [38.4 uM CDDP + 72 uM RSV] (g)).

Tablo 4.3. Akim sitometri cihazindan alinan grafiklerde, hiicrelerin alanlara gére dagilimi (Canli
(Annexin-V'/PI ", Q3), erken apoptoz (Annexin-V* /PI, Q4), ge¢ apoptoz (Annexin-V* /P1*, Q2, ve
nekrotik (Annexin-V/P1*, Q1)).

Gruplar %0Q1 %Q2 %Q3 %Q4
Kontrol 2,5 57 90,9 2,3
CDDRP ICs [96 uM] 17,2 19,6 65,2 4,3
CDDP ICg [153 uM] 11,4 35 46 75
RSV ICso [180 pM] 7,9 18,7 70,5 2,7
RSV ICg [288 uM] 55 33,3 56 51
KM30 [28,8 uM CDDP + 54 uM RSV] 15,6 20,1 60,7 3,5
KM40 [38,4 uM CDDP + 72 uM RSV] 15 31,3 49,3 4,2
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4.2.2 Mitokondriyal membran potansiyeli bulgulari
Cisplatin, resveratrol ve kombinasyon dozlarmin MCF-7 hiicreleri mitokondriyal

membran potansiyeline etkileri, JC-1 kiti kullanilarak akis sitometri cihazi ile
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.6, Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. Cisplatin ve resveratrolin ICs, ICgo dozlarinin ve [CDDP+RSV] kombinasyonlarinn,

24 saat sonucunda, MCF-7 hiicreleri mitokondriyal membran potansiyeline etkileri (Kontrol grubu (a),

CDDP ICs dozu [96 uM] (b), CDDP ICg dozu [153 uM] (c), RSV ICso dozu [180 uM] (d), RSV ICg

dozu [288 uM] (e), KM30 kombinasyon dozu [28,8 uM CDDP + 54 uM RSV] (f), KM40 kombinasyon
dozu [38,4 uM CDDP + 72 uM RSV] (g)).
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Tablo 4.4. Akum sitometri cihazindan alinan grafiklerde, hiicrelerin alanlara gore dagilimi (yiksek
mitokondri membran potansiyeli (P1), depolarize mitokondri membrani (P2)).

Gruplar %P1 %P2
Kontrol 92 5
CDDP ICsp [96 pM] 88 8
CDDRP ICg [153 pM] 82 13
RSV ICs [180 uM] 52 41
RSV ICg [288 uM] 15 75
KM30 [28.8 uM CDDP + 54 uM RSV] 65 31
KM40 [38.4 uM CDDP + 72 uM RSV] 52 44
4.2.3 TUNEL

MCEF-7 hicrelerinde apoptoz sonucu olusan DNA pargalari, TUNEL yontemi ile

belirlenmis ve floresan mikroskop ile goriintiilenmistir (Bkz. Sekil 4.7, Tablo 4.5).

Sekil 4.7. Cisplatin ve resveratrolin 1Cso, 1Cgo dozlarinin ve [CDDP+RSV] kombinasyonlarimin, 24 saat
sonucunda, MCF-7 hiicreleri DNA fragmentasyonuna etkileri (Kontrol grubu (a), CDDP 1Cs dozu [96
uM] (b), CDDP ICg dozu [153 uM] (c), RSV ICso dozu [180 uM]
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Sekil 4.7. (devam) (d), RSV ICgy dozu [288 uM] (e), KM30 kombinasyon dozu [28.8 uM CDDP + 54
UM RSV] (f), KM40 kombinasyon dozu [38.4 uM CDDP + 72 uM RSV] (g) (20x biyutme).

Tablo 4.5. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda MCF-T7 hiicreleri DNA
fragmentasyonuna etkileri.

Gruplar % Apoptoz
Kontrol 3
CDDP 1Cs0 [96 uM] 12
CDDP 1Cg [153 pM] 23
RSV ICs [180 pM] 8
RSV ICg [288 uM] 21
KM30 [28.8 uM CDDP + 54 uM RSV] 10
KM40 [38.4 uM CDDP + 72 uM RSV] 17

4.3 Hucrelerin Oksidatif Denge Durumlari
4.3.1 TOS ve TAS bulgular:

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda MCF-7 hicreleri

total oksidan ve antioksidan durumuna etkileri, spektrofotometre verileri lzerinden
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hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.5). Elde edilen TAS verileri (mmol/L), umol/L cinsine
cevirilmistir.

Tablo 4.6. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda MCF-7 hiicreleri total oksidan
ve antioksidan durumuna etkileri.

Gruplar TOS TAS
(umol/L) (umol/L)
Kontrol 3,84 1140,78
CDDP ICs [96 uM] 12,13 613,00
CDDP ICg [153 pM] 16,42 734,79
RSV ICs [180 uM] 7,91 1239,08
RSV ICg [288 pM] 7,53 1275,12
KM30 [28,8 uM CDDP + 54 uM RSV] 7,27 1039,49
KM40 [38,4 uM CDDP + 72 uM RSV] 8,66 540,94

4.3.2 OSI degerinin hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi, TOS ve TAS deney sonuglari {izerinden hesaplanmistir
(Bkz. Tablo 4.6). 1’den kiiciik OSI degeri hiicrelerde antioksidan sistemlerin serbest
radikallere kars1 baskin durumda olduguna, 1’den biiyiilk OSI degeri ise hiicrelerin

oksidatif stres etkisi altinda olduguna isaret etmektedir.

Tablo 4.7. TOS ve TAS deney sonucu Uzerinden hesaplanan (/TOS/TAS]x100) OSI degerleri.

Gruplar (O8]
Kontrol 0,33
CDDP ICs [96 uM] 1,97
CDDP ICg [153 pM] 2,23
RSV 1Cs [180 pM] 0,63
RSV ICg [288 uM] 0,59
KM30 [28,8 uM CDDP + 54 uM RSV] 0,70
KM40 [38,4 uM CDDP + 72 uM RSV] 1,60
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5. SONUC VE TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve diinya ¢apinda kansere
bagl 6limlerin 6nde gelen nedenlerinden birisidir (Abdel-Salam, 2011). Meme kanseri
icin kullanilan stratejiler; timorun cerrahi yolla uzaklastirilmasi, kemoterapi, radyoterapi
ve hormon tedavisidir. Ginuimuzde bir¢ok kemoterapdotik ilacin varligina ragmen, kanser
hiicrelerinin bu ilaglara karsi direng gelistirme yetenegi, kanserin tedavisi i¢in biiyilik
zorluk teskil etmektedir (Dewangan vd., 2017). Kanserin olusum, gelisim ve yayilma
strecleri ile micadele etmek igin yeni ve alternatif secenekler arastirilmaktadir. Bu
yaklagimlardan biri, geleneksel sifali bitkiler veya tohumlardan izole edilen ve kanser
hiicrelerine kars1 etkili dogal molekiillerin, tek basina ya da mevcut kemoterapétik ajanlar
ile kombinasyon halinde kullanilmasidir. Onkojenik suregleri duzenleyici etkiye sahip
maddeler, kanser tedavisi i¢in potansiyel adaylardir (Sethi vd., 2018). Bu dogal
urtnlerden biri de Gzum, ¢ilek, soya fasulyesi, nar ve yer fistigi gibi ¢esitli bitkiler
tarafindan tretilen resveratroldiir. Flavonoid bir polifenol olan resveratroliin, cesitli
kanser hucrelerine karsi kemopreventif ve antitimor potansiyelini gosteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Resveratrolin ayni zamanda malign hiicre biiylimesini
baskiladigi, hiicreleri apoptoza siiriikledigi ve kansere spesifik genleri down regiile ettigi
bildirilmistir (Sinha vd., 2016). Cesitli tiim6r modelleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda
resveratrollin; cisplatin, doksorubisin ve TRAIL gibi kemoterapétik maddelerin kanser
hicreleri Gizerindeki etkinligini arttirdigi da bildirilmistir (Hsieh & Wu, 2010).

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda, cisplatin (CDDP) ve resveratrolin (RSV)
MCF-7 hcreleri (zerindeki sitotoksik etkilerinin doza bagli arttigi belirlenmistir.
CDDP’nin sitotoksik etkisi 15 pM’da baslamis ve 6zellikle 31 pM’lik konsantrasyondan
itibaren etkisi olduk¢a artmistir (Bkz. Sekil 4.1). RSV nin etkisinin ise 7 uM’da bagsladig:
ve 62 uM’lik konsantrasyondan itibaren sitotoksik oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.2).
RSV ve CDDP’nin ICso sonuglart ve gosterdikleri doza bagl etkilerinin literatiir ile
uyumlu oldugu goriilmektedir (Costa vd., 2012; Gomez vd., 2013; Ma vd., 2015;
Venkatadri vd., 2016).

CDDP ve RSV’nin %10 (9,6 uM CDDP + 18 uM RSV) ve %20’lik (19,2 uM
CDDP + 36 uM RSV) kombinasyonlar1 hiicreler {izerinde sirasiyla %11,85 ve %25,42’lik
sitotoksik etki olusturmus ancak iki maddenin bu dozlarda antagonistik etkiye sahip
olduklart belirlenmistir. %20’lik kombinasyondan itibaren tiim kombinasyonlarin

hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin sinerjistik oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.4).
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%30 (28,8 uM CDDP + 54 uM RSV), %40 (38,4 uM CDDP + 72 uM RSV), %50 (48
uM CDDP + 90 uM RSV), %75 (72 uM CDDP + 135 uM RSV) ve %100’lik (96 uM
CDDP + 180 uM RSV) kombinasyonlarin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri sirasiyla
%49,96, %69,73, %79,62, %87,69 ve %90,07 olarak bulunmustur. Kombinasyonlarin
apoptoz ve oksidatif stres tizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in %30 (KM30) ve %40’lik
(KM40) kombinasyonlar deneylerde kullanilmak iizere segilmistir. Sitotoksik etkisi
%49,96 olan KM30 kombinasyonunda kullanilan CDDP dozu (28,8 uM), CDDP’nin ICso
dozuna (96 uM) gore oldukca diisiiktiir. Benzer bir sekilde, KM40 kombinasyonunun
olusturdugu %69,73 oranindaki sitotoksik etki, ICsp degerine gore oldukca diisiik
miktarda CDDP kullanilarak (38,4 uM) saglanmistir. CDDP, saglikli hiicreler {izerinde
de sitotoksik etki yaratan ve bu sebep ile kemoterapdtik uygulamada yan etkileri oldukca
fazla olan bir ilactir. Buneden ile RSV’ nin CDDP’nin etki dozunu diisiirmiis olmas1 0nem
arz etmektedir. RSV’nin bu etkisi; rahim (Rezk vd., 2006), yumurtalik (Li vd., 2001;
Rezk vd., 2006; Nessa vd., 2012), akciger (L. Ma vd., 2015; Hu vd., 2016) ve kolon
(Osman, Al-Malki, vd., 2015) kanseri hiicreleri iizerinde de belirlenmistir. Literatirdeki
pek cok calisma, RSV’nin ayn1 zamanda saglikli hiicreleri CDDP’nin sitotoksisitesinden
de korudugunu gostermektedir. I¢ kulak hasar1 (ototoksisite) ve bdobrek hasari
(nefrotoksisite), CDDP’nin baslica yan etkilerindendir. RSV nin saglikli hiicreleri CDDP
ototoksisitesinden korudugu in vitro ortamda HEI-OC1 hcreleri tUzerinde (Olgun vd.,
2013; Im, 2015; Lee vd., 2015) ve in vivo ortamda; si¢can, Guinea Pig ve tavsanlarda
yapilan caligmalar (Erdem vd., 2012; Yumusakhuylu vd., 2012; Simsek vd., 2013;
Valentovic vd., 2014) ile gosterilmistir. RSV’ nin CDDP’ye bagli olusan nefrotoksisiteye
karsi1 korucu etkisini gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Do Amaral vd., 2008; Cigremis
vd., 2015; Osman, Telity, vd., 2015; Darwish vd., 2018).

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin MCF-7 hiicreleri Uzerindeki apoptotik
etkilerinin belirlenmesi Annexin V-FITC/PI ile boyanan hiicreler akis sitometri cihazinda
incelenmistir (Bkz. Sekil 4.5, Tablo 4.3). Cisplatinin 1Cso dozu i¢in apoptotik hiicre orani
(Q2+Q4) %23,9 ve nekrotik hiicre orant %17,2, 1Cg dozunda ise apoptotik hiicre orani
%42,5 ve nekrotik hiicre oran1 %11,4 olarak belirlenmistir. Resveratroliin ICso dozu igin
apoptotik hiicre oran1 %21,4 ve nekrotik hiicre oran1 ise %7,9, ICgo dozunda ise apoptotik
hiicre oran1 %38,4 ve nekrotik hiicre oran1 %5,5 olarak belirlenmistir. KM30 (28,8 uM
CDDP + 54 uM RSV) kombinasyonu uygulanan hiicrelerde apoptoz orani %23,6 ve
nekroz oranm1 %15,6, KM40 (38,4 uM CDDP + 72 uM RSV) kombinasyonu uygulanan
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hlcrelerde ise apoptoz oran1 %35,5 ve nekroz orant %15 olarak belirlenmistir. Cisplatin
ve resveratroliin kombine uygulanmasinin hiicreler lizerinde olusan apoptotik etkiyi
arttirdig1 goriilmektedir. KM30 kombinasyonunun olusturdugu etki cisplatin ICsg dozu ile
kiyaslandiginda 90,3’liikk bir diisiis, resveratroliin ICso dozu ile kiyaslandiginda ise
%2,2’lik bir artis goriilmektedir. KM40 kombinasyonu ise cisplatinin ICsp dozu ile
kiyaslandiginda %11,6, resveratrolin 1Csp dozu ile kiyaslandiginda %14,1 daha fazla
apoptotik etki olusturmustur. Benzer bir sonug, Lee ve arkadaslar1 tarafindan malign
mezotelyoma hucreleri (MSTO-211H ve H-2452) iizerinde yaptiklari ¢alismada da
gozlemlenmistir. Bu ¢aligmada; cisplatin, resveratrol ve kombinasyonun (40 uM CDDP
+ 30 pM RSV) hiicrelerde olusturdugu apoptotik etki, Annexin V-FITC/PI Kiti
kullanilarak akis sitometri cihazinda belirlenmistir. Kombinasyon uygulamasi ardindan
olusan apoptotik hiicre oran1 (MSTO-211H, %49,66; H-2452, %?24,41), cisplatin
(MSTO-211H, %23,85; H-2452, %4,5) ve resveratrolin (MSTO-211H, %31; H-2452,
%7,48) tek basina uygulandig1 deney gruplarina kiyasla biiyiik bir artis gostermistir (Lee
vd., 2016).

Mitokondri membran depolarizasyonu, apoptozun mitokondriyal yolaginin ana
belirteclerinden biridir. Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin apoptotik etki
mekanizmalarinin incelenmesi amaci ile MCF-7 hicrelerine mitokondri membran
potansiyeli belirteci olan JC-1 boyasi uygulanmis ve hiicreler sitometri cihazinda
incelenmistir (Bkz. Sekil 4.6, Tablo 4.4). CDDP’nin ICsp ve ICgo degerleri sirasi ile %8
ve %13 oraninda mitokondri membran depolarizasyonuna neden olmustur. Ozellikle
resveratroliin mitokondri membram1 iizerinde kuvvetli bir etkiye sahip oldugu
gorulmektedir. Resveratroliin 1Cso dozu uygulanan hiicrelerin %41’inde depolarizasyon
belirlenirken, bu deger yiiksek doz resveratrol uygulanan hiicrelerde (ICgo) %75°e
cikmistir. Kombinasyonlarin, icerdikleri CDDP ve RSV dozlar1 goz 6niine alindiginda,
yuksek oranda mitokondri membran depolarizasyonuna neden oldugu belirlenmistir
(KM30, %31; KM40, %44). Resveratroliin mitokondri metabolizmasi ve fonksiyonunu
etkileyen bir madde oldugu bilinmektedir (Sassi vd., 2014; Gueguen vd., 2015; De
Oliveira vd., 2016). Lin ve arkadaslarinin BTT739 hucreleri ile yaptig1 ¢alismada, 100
MM resveratrol %69 oraninda, Zhang ve arkadaslarinin ASTC-a-1 hicreleri Uzerinde
yaptig1 calismada ise, 100 UM resveratrol %49 oraninda mitokondri membran

depolarizasyonuna neden olmustur (Zhang, Wang ve Chen, 2011, Lin vd., 2012).
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Endoniikleaz enzimler araciligiyla gerceklestirilen DNA fragmentasyonu, geg
apoptozun ana belirteclerinden biridir (Saraste ve Pulkki, 2000). TUNEL (terminal
deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP nick ug¢ etiketleme), kiiltiirlenmis hiicre
preparatlarinda apoptotik hiicre fraksiyonunun hizli tanimlanmasi ve nicelenmesi i¢in
tercih edilen bir yontemdir (Negoescu vd., 1996). Calismamizda cisplatin, resveratrol ve
kombinasyonlarin uygulandigit MCF-7 hiicrelerinde apoptoz sonucu olusan DNA
parcalari, TUNEL yontemi ile belirlenmistir. Cisplatinin ICsg ve ICgo dozlar1 sirasiyla
%12 ve %23 oranindaki hiicrenin isaretlenmesine neden olmustur. Resveratroliin ICso ve
ICg0 dozlar1 uygulanan hiicrelerin ise sirasiyla %8 ve %21°1 isaretlenmistir. KM30
uygulanan hiicrelerin %10’u ve KM40 uygulanan hiicrelerin ise %17’sinde DNA
pargalar1 tespit edilmistir. Costa ve arkadaslarinin MCF-7 hiicreleri iizerinde yaptiklari
calismada, 100 UM resveratroliin yiiksek oranda TUNEL pozitif hiicre olusumuna yol
actig1 gosterilmistir (Costa vd., 2012).

Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) tiimo6r olusumunun birgok asamasinda Kilit rol
oynadig1 disiiniilmektedir. ROS uretimi ile antioksidanlar arasindaki denge ROS lehine
degistiginde, oksidatif stres olusmaktadir (Ligtenberg vd., 2016). Meme kanseri
tedavisinde kemoterapi igin kullanilan ilag kombinasyonlarinin, oksidatif stresi daha da
arttirdig1 bildirilmistir. Son yillarda yapilan calismalara gore, total antioksidan kapasite
Olcimi oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul goérmektedir. Antioksidan
molekdllerin tek tek incelenmesi, hiicre ici toplam oksidatif stresi gostermekte yetersiz
kalabilmektedir. Bu nedenle TAS ve TOS dizeylerini 6lgmek, konvansiyonel yontemlere
kiyasla avantaj saglayabilir (Toy, 2012).

Cisplatin, resveratrol ve kombinasyonlarin MCF-7 hcrelerinin oksidatif denge
durumlarina etkileri, TAS ve TOS verileri kullanilarak hesaplanan OSI degeri ile
belirlenmistir. Cisplatinin ICso ve 1Cgo dozlarinin OSI degeri sirasiyla 1,97 ve 2,23 olarak
belirlenmistir. Hiicreler lizerindeki baslica etkilerinden biri oksidatif stres olusturmak
oldugu bilinen cisplatinin (Marullo vd., 2013; Lu vd., 2016; Yu vd., 2018) OSI degerinde
doza baglh bir artis oldugu goriilmektedir. Resveratroliin hiicreler zerinde kuvvetli
antioksidan etkiye sahip oldugu bildirilirken (Tamaki vd., 2014; Chiang, Nicol ve Cheng,
2018), yiksek doz resveratroliin hucrelerde pro-oksidan etki gostererek oksidatif strese
neden oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Martins vd., 2014). Yaptigimiz
caligmalar sonucunda resveratroliin tek basina uygulandiginda, MCF-7 hicreleri Uzerinde

pro-oksidan aktivitesi tespit edilmemis olup, oksidatif stresi doza bagli bir sekilde
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diistirdiigii belirlenmistir (ICso, 0,63; 1Cgo, 0,59). KM30 kombinasyonunun OSI degeri
0.70 bulunurken, KM40 kombinasyonunda OSI degeri 1,60’a yiikselmistir. Kelle ve
arkadaslari, ROS temizleyici bir madde olan etil piruvatin, cisplatinin farelerde
olusturdugu nefrotoksisiteye etkisini belirlemek amaci ile cisplatint+etil piruvat
kombinasyonlar1 kullanmig ve fare bobreklerinde olusan oksidatif stresi TOS, TAS ve
OSI diizeyleri ile belirlemislerdir (Kelle vd., 2014). Calismanin sonucunda cisplatinin
OSI degeri 14,99, etil piruvatin 5,66 ve cisplatin+tetil piruvatin OSI degerini ise 6,72
olarak tespit etmislerdir. Kombinasyonun OSI degeri, tek basina cisplatin uygulanan fare
bobrekleri ile kiyaslandiginda oldukca diismiistiir. Bu veriler, etil piruvatin cisplatinin
oksidatif stres yoluyla olusturdugu nefrotoksisiteye karsi onemli bir korunma sagladigini
gdstermistir. Yapmis oldugumuz calismada da tek basina cisplatin uygulanan grubun OSI
degeri (1,97) ile kombinasyonlarin OSI degeri (KM30: 0,70, KM40: 1,60)
kiyaslandiginda, oksidatif stresin azaldigi goriilmektedir. Cisplatin uygulanan grubun
TOS ve OSI dizeyleri, kontrol grubu ve RSV ile mukayese edildiginde anlamli olarak
artmigken, TAS diizeyleri belirgin olarak azalmistir. Diger yandan cisplatin+resveratrol
uygulamasi, tek basina cisplatin uygulamasma goére TOS ve OSI seviyelerini
distirmistir. KM30 grubunun TAS diizeyinde cisplatin grubuna goére artik
belirlenmigsken, KM40 dozunda bu etki gozlemlenememistir. Bu bulgular, cisplatinin
MCF-7 hucrelerinde oksidatif strese agtig1 ve oksidatif stresin doza bagli olarak RSV ile
azaltildigin1 gostermektedir. Cetin ve arkadaslarinin primer ndron hiicreleri ile yaptigi
calismada, cisplatinin hiicreler lizerindeki oksidatif stresi arttirici etkisi gosterilmistir.
Kontrol grubunun TOS degeri 1,44, 100 uM cisplatin uygulanan grupta ise TOS degeri
1,78’e yiikselmistir (Cetin vd., 2016). Ulash ve arkadaslarinin A549 hiicreleri ile yaptig1
calismada, resveratroliin oksidatif stresi oldukca arttirdig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada
kontrol grubunun OSI degeri 9,19, resveratrol uygulanan grubun ise OSI degeri 22,6
olarak belirlenmistir (Ulasli vd., 2013). Lee ve arkadaglarinin CDDP+RSV
kombinasyonlarinin malign mezotelyoma hiicreleri iizerindeki etkilerini aydinlattiklar
calismada, kombinasyonlarin oksidatif stresi arttirdigi belirlenmistir (Lee vd., 2016).
Yaptiklar1 ¢alismada kombinasyon uygulanan hiicre grubundaki ROS birikiminin
(%52,26), tek basina CDDP uygulanan hiicre grubundan (%13,89) daha yiiksek oldugu
ortaya koyulmustur. Insan, si¢an ve fareler iizerinde yapilan pek ¢ok in vivo ¢alismada ise

CDDP’nin oksidatif stres olusturdugu ve CDDP+RSV kombinasyonun oksidatif stresi
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engelleyici bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Olas vd., 2005; He, Zhang ve Wang,
2009; Santandreu vd., 2011; Attia, 2012; Ozcan vd., 2015).

Sonug olarak, elde edilen veriler 1s181nda, diisiik dozda olusturulan CDDP+RSV
kombinasyonlarinin (%10 ve %20) MCF-7 hiicrelerinde antagonistik etkili oldugu ancak
dozlar arttirildik¢a bu etkinin sinerjizme dogru kaydigi belirlenmistir. Caligmamizda
kullanilan kombinasyonlar, i¢erdikleri CDDP ve RSV dozlar1 gz oniine alindiginda,
MCF-7 hiicrelerinde kuvvetli apoptotik yanit olusturmustur. Ozellikle KM40
kombinasyonunun (38,4 UM CDDP + 72 uM RSV), cisplatin ve resveratroliin ICso
dozlar1 uygulanan gruplarin hepsinden daha yiiksek oranda apoptotik etki olusturdugu
goriilmektedir. KM40’in bu etkisi; Annexin V/PI, MMP ve TUNEL deneylerinin
timinde belirlenmistir. Resveratroliin  oksidatif stres Uzerine olan etkisini de
inceledigimiz ¢alismamizda, cisplatinin tek basina uygulandig1 grup ile kiyaslandiginda,
KM30 kombinasyonunun OSI seviyesini azalttigi goriilmiistiir. Ancak oksidatif stres
indeksi Uzerinde net bir sonu¢ olusturulabilmesi i¢in kombinasyon dozlarinin farkli
zaman araliklarinda da incelenmesi gereklidir. CDDP ve RSV kombinasyonu, daha diigiik
konsantrasyonda apoptotik 6limi indikleyerek MCF-7 hiicre blylmesini sinerjistik bir
sekilde inhibe etmis ve hiicrelerde olusan oksidatif stresi azaltmigtir. Kombinasyonlarin
MCEF-7 hucrelerinde gosterdikleri bu etkilerin, hangi spesifik yolaklar tizerinden nasil ve
ne sekilde gergeklestigi, farkli zaman araliklarindaki aktiviteleri ve kombinasyonlarin in
vivo ortamdaki etkili olup olmadigi gibi sorulara cevap iiretilebilmesi amaci ile ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.
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