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OZET

Resveratrol (3,4',5 trihydroxystilbene); stilben fitoaleksindir. Resveratrol
Polygonum cuspidatum (¢oban degnegi) bitkisinin kokii, kirmizi sarap ve yer fistigi
yaninda, dut, c¢ilek, bogiirtlen gibi kiigilk yumusak meyvelerde tesbit edilmistir.
Resveratroliin lipid metabolizmasin1 diizenleme, eikosanoid sentezini inhibe etme ve
trombosit ¢okelmesini baskilama gibi 6zellikleri yaninda antioksidan, antikanserojen,
antiinflamatuar, antimutajen, antiproliferatif, antiviral, antibakteriyal, Ostrojenik ve
damar gevsetici 6zellikler gibi biyolojik aktiviteleri de bulunmaktadir.

Taninler molekiiler agirliklar1 500-3000 Da. olan polifenolik bilesiklerdir.
Taninler hidrolize ve kondanse taninler olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Yaygin olarak
tannik asit olarak isimlendirilen hidrolize taninler, ya gallotanin ya da ellagiktanin
icerirler. Tanin iceren polifenoller anti tiimor, antiviral, antiHIV, lipid peroksidasyon
inhibisyonu ve plazmin aktivitesi gibi biyolojik aktivitelere sahiptirler.

Bu c¢alismada, MCF-7 hiicre dizisinden olusturulan gruplarda, resveratrol ve
tannik asidin, apoptotik indekse, Bak proteinine ve telomeraz enzim aktivitesine olan
etkileri incelenerek bu parametreler iizerine hangi maddenin daha etkili oldugu
arastirildi.

Bu calismada kullanilan MCF-7 hiicre dizisiden, 24., 48. ve 72. saatlerde
incelenmek iizere, madde verilmeyen, resveratrol ve tannik asidin 25, 50, 100 uM
dozlarinin verildigi gruplar olusturuldu. Bu gruplarda, apoptoz Apop Taq peroxidase
kiti (Chemicon) ile Bak proteini [Bak monoklonal antikor (Neomarkers)]
immunohistokimyasal boyama yontemi ile belirlendi. Telomeraz enzim aktivitesi
ol¢iimii ise TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA P* (Roche) kiti ile belirlendi.

Calismamizin sonucunda, apoptotik indeks ve % Bak oranini artirmada ve
telomeraz enzim aktivitesini diisiirmede tannik asit resveratrole gore daha etkili

bulundu.

Anahtar Sozciikler : Apoptoz, Bak, MCF-7, Resveratrol, Tannik Asit, Telomeraz
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SUMMARY

Resveratrol (3,4',5 trihydroxystilbene); stilben is a member of the phytoalexin
family. Resveratrol the root of Polygonum cuspidatum was determined in red wine and
peanut, as well as in such soft small fruit as mulberry, strawberry and blackberry.
Resveratrol is known to regulate metabolism of the lipid, inhibit eicosanoid synthesis
and suppress platelet aggregation, apart from functioning as an antioxidant, anti-
carcinogenic, anti-inflammatory, anti-mutagenic, anti-proliferative, antiviral,
antibacterial, estrogenic and vasodilator agent.

Tannins are polyphenolic compounds with a molecular weight of 500-3000 Da.
They split into two categories: hydrolysed and condense tannins. Generally known as
tannic acid, hydrolysed tannins contain either gallotanin or ellagictanin. Polyphenols
containing tannin can function as anti-tumour agents, apart from functioning as
antiviral, anti-HIV and inhibiting agent for lipid peroxidation.

The present study aimed to investigate effects of resveratrol and tannic acid
upon groups made up of MCF-7 cell line, apart from determining their effects upon
apoptotic index, Bak protein and telomerase enzyme activities. The present study,
therefore, aimed to determine whether resveratrol or tannic acid had more effects upon
these parameters.

Using substance-free resveratrol and tannic acid with varying doses of 25, 50,
100 uM, groups were established out of MCF-7 cell line to be examined at 24", 48" and
72™ hours. For these groups, apoptosis was determined via Apop Taq peroxidase kit
(Chemicon), while Bak protein [Bak monoclonal antibody (Neomarkers)] was
determined via immunohistochemical stain method. Determination of Telomerase
enzyme activity was achieved by means of the Telomerase ELISA measurement kit
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA ™" (Roche).

The present study concluded that tannic acid was more effective in increasing

percentage of Bak protein and decreasing telomerase activity than was Resveratrol.

Key words: Apoptosis, Bak, MCF-7, Resveratrol, Tannic Acid, Telomerase
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1. GIRIiS VE AMAC

Resveratrol (3,5,4° trihydroxystilbene) (RES) bir stilben fitoaleksindir.
Fitoaleksinler, cogu bitkide bulunan, diisiik molekiiler agirlikli ve dogal bir bilesik olan,
yapisal olarak Ostrojene benzeyen stilben ailesine ait molekiillerin sinirlt bir grubunu
meydana getirirler. Fitoaleksinler, bitkilerin kendilerini biyotik ve abiyotik strese karsi
koruyan, antifungal ve antimikrobiyal ozellikleri olan sekonder bitki metabolitleridir

(11,19,24, 55, 59, 63,68).

RES’iin lipid metabolizmasimi diizenleme, eikosanoid sentezini inhibe etme
ve trombosit ¢cokelmesini baskilama gibi 6zellikleri yaninda antioksidan, antikanserojen,
antiinflamatuar, antimutajen, antiproliferatif, antiviral, antibakteriyal, Ostrojenik, ve
damar gevsetici ozellikler gibi biyolojik aktiviteleri de bulunmaktadir (3,12,23,24,28,
37,55,61,63,64).

RES, ostrojenik aktivite sergiler. Anti-Ostrojenik mekanizma, meme kanser
hiicrelerinde RES’tin biiyimeyi engelleyen etkileri i¢in ana mekanizma degildir.
Gergcekte RES, insan Ostrojen reseptor (ER) (-) meme kanser hiicre dizilerinin
biiytimesini engeller. Nitekim ¢esitli insan tiimor hiicre dizilerinde RES’iin doza bagh

olarak DNA sentezini ve hiicre cogalmasini inhibe ettigi tesbit edilmistir (28,61).

RES’iin meme kanser hiicre dizilerinin biiytimesini baskiladig1, apoptozda ve
hiicre biiyiimesinde gorevli cesitli enzim ekspresyonu ve etkinligini inhibe ettigi
gosterilmistir. RES’iin p21Waﬂ uyarilmas1 ve kinaz aktivitesi yardimi ile hiicre

dongiisiinii durdurdugu diisiiniilmektedir (12).

Tiimor siipresor proteinlerden p53, kanser hiicrelerinin apoptozunda, hiicre
dongiistinii dolayisiyla hiicre ¢ogalmasini inhibe eder. Bu yolda RES-uyarili p53
aktivasyonu ve apoptoz, ERK’lerin ve p38 kinaz aktivasyonuyla p53’iin
fosforilasyonuna baghidir. P53 aracili apoptoz temelde transkripsiyonal olarak bagimli
ve bagimsiz mekanizmalar ile olur. Mitokondrial yol ile olan apoptozdan, bu yolla

iligkili proteinlerden Bax transkripsiyonu apoptozu uyarir (12).



RES, apoptotik Bax ve Bak’in ekspresyonunu arttirir ve MCF-7 hiicrelerinde
antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-Xp down regiile olur. Bax’in Bcl-2’ye oraninin artmast,
RES-muameleli MCF-7 hiicrelerinde apoptozun uyarilmasina katkida bulunabilir.
Ekspresyonu artan Bax, Bcl-2 aktivitesini baskilayarak apoptozu uyarir. Bunun anlami
Bax ve Bcl-2 oraninin kimyasal bir ajan tarafindan uyarilmasinin apoptoz i¢in 6nemli

oldugudur (12).

Hidrolize taninlerden olan TA, cay, yesil cay, kahve, kirmizi sarap, findik
ve ceviz gibi kabuklu yemis, meyve ve ¢ogu bitkide bulunur (10,15,33,39,43,49,67).

TA’ler antikarsinojenik, antioksidan, antimutajenik, antimikrobiyal,
anitallerjik, antiinflamatuar ve kanamay1 durdurma gibi baslica biyolojik aktivitelere
sahiptir. TA, ayrica kullanilan hiicre tipine ve konsantrasyonuna bagh olarak,

antioksidan veya prooksidan olarak hizmet verebilir (15,42,43,45,49,66).

TA’in insan glioblastoma hiicrelerinde, apoptozu uyaran bir prooksidan gibi

davrandig: diisiiniilmektedir (43).

Son zamanlarda, (-)epigallokatesin-3-gallate gibi ester bagi igeren cay
polifenollerinin, in vitro ve in vivoda, giiclii ve belirli bir bi¢cimde, proteozomun
kemotripsin benzeri aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. TA, 6’dan 9’a kadar ester
bagi icerdiginden proteozomal aktiviteyi ve segici bir sekilde kemotripsin benzeri
aktiviteyi inhibe eder. Jurkat T kanser hiicrelerinde TA’in proteozom inhibisyonu,
proapoptotik protein Bax ve siklin bagiml kinaz inhibitorii p27Kipl in birikmesi ile,

apoptozun uyarilmasini ve hiicre dongiisiiniin G, evresinde durdurulmasin saglar (51).

TA malignant kolanjiositlerde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini geciktirir ve

proteozomal kemotripsin benzeri aktiviteyi inhibe eder (49).

TA’ler sitotoksik 6zellige sahip olduklarindan toksik etkilerin uyarilmasina

katkida bulunabilirler (42).

Programli hiicre 6limii olan apoptoz olayinda, sinyal, reseptor ve apoptoz

iligkili ¢esitli proteinler gérev yapar (4).



Bu elemanlarin 15181 altinda hiicre, hiicre dis1 sinyaller aracilig1 (sitoplazmik
yol) ve hiicre i¢i sinyaller araciligir (mitokondrial yol) olmak iizere iki yolla apoptoza
girer (7,65,69).

Sitoplazmik yolda, memeli hiicrelerinde Fas ve TNF gibi sinyal proteinleri
hedef hiicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanarak apoptoza giden yolu uyarirlar

(4,47,53,62,65).

Mitokondrial yolda, kaspazlar ve Bcl-2 protein ailesi iiyeleri mitokondri

araciligiyla hiicrenin apoptoza girmesinde gorev yaparlar (4,21,47,53,56,65).

Telomerler tiim 6karyotik canlilarin, lineer yapidaki kromozomlarinin her iki
ucunda bulunan DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik bolgelerdir.
Heterokromatik yapida olan telomerler kromozomlari; fiizyon (birlesme), degregasyon
(yikilma) ve rekombinasyon (birinden kopan parcamin digerine yapismasi) gibi
olaylardan korurlar. Bu sayede kromozom biitiinliigiiniin siirdiiriilmesini ve
kromozomlarin niikleus zarina tutunarak belirli bir pozisyonda kalmasin1 da saglarlar

(2,4,29).

Telomer boyu, hiicre boliinmesi ve yaslanmasi ile yakindan iliskilidir. Ciinkii
bir hiicrenin belli sayida boliindiikten sonra, boliinme olayinin sona ermesi, yaslilik
dénemine girmesi veya sonsuz boliinme 6zelligi kazanmasi bir noktada telomer boyuna
baghdir. Normal somatik insan hiicrelerinde her hiicre boliinmesinde 50-200
niikleotidlik kayip izlenmekte ve hiicreler 40-70 hiicre boliinmesi sonrasinda
yaslanmaktadir. Bu nedenle hiicre ve dolayisiyla organizma yaslanmasinda, ana nedenin
bu telomerik kisalma oldugu ileri siiriiliir. Telomer boyunun belli bir uzunlugu
korumasi, uzamasi veya kisalmasi ise telomer tek ve ¢ift dalina baglanan 6zel proteinler

ve telomeraz enzimi sayesinde olmaktadir (4,18,20).

Telomeraz enzim kompleksi telomeraz RNA (TR, TER) ’si1 ile temel ve
yardime1 proteinlerden olusan bir riboniikleoproteindir. insan telomeraz RNA (hTR,
hTER)’s1 450 niikleotid boyundadir. Telomeraz temel proteini olan TERT (telomeraz
revers transkriptaz) bir revers transkriptaz l‘up RNA’dan DNA sentezlenmesinde
katalitik gorev yapar. Bu protein insanda hTERT olarak adlandirilir. Insan hTERT geni
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16 ekson ve 15 intron igerir. Yaklasik 40 kb olup 5p15.33’de lokalizedir. Yardimci
proteinler, temel proteinlerde oldugu gibi canl tiiriine gore degisir. Memelilerden insan
ve kemirgenlerde telomeraz yardimci proteinleri TEP1, p23 ve hsp90 (heat shock

protein 90) proteinleridir (4,18).

Cogalmakta olan hiicrelerde izlenen diisiik diizeydeki telomeraz
ekspresyonunun, kok hiicre populasyonunun yenilenmesi icin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Telomer hipotezi ile uyumlu olarak, yaslanmadan kacarak oliimsiiz
olma oOzelligi kazanan tiimor hiicreleri, genetik kararliligin ve telomer uzunlugunun
saglanabilmesi i¢in telomeraz aktivitesine ihtiya¢ duyar. Telomeraz enzimi tek basina
normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesinde, yeterli olmamakla birlikte,
hiicrelerin sinirsiz biiyiime ozelligi kazamp Oliimsiiz hale gecebilmeleri, telomeraz

enzimi sayesinde telomer uzunluklarini koruyarak olabilmektedir (18).

Bu caligmada, in vitro kosullarda, meme kanser (MCF-7) hiicre dizisinde
son yillarda olduk¢a giincel olan antioksidan ve antikanserojen etkili, resveratrol ile
tannik asidin, apoptoz ve apoptoz iliskili Bak proteini ayrica telomeraz enzim

aktivitesine olan etkileri ve bu etkilerinin karsilastirilmasi amaglandi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4° trihydroxystilbene) (RES) ilk olarak Langcake tarafindan
1976'da iiziimde kesfedilmis, 1992’de Siemann ve Creasy tarafindan sarapta varlig
gosterilmistir. Bunlar1 takiben de Japonyada Kojokon ismiyle geleneksel ilag olarak
kullanilan ¢oban degnegi (Polygonum cuspidatum) bitkisinin kokii, kirmizi sarap ve yer
fistig1 yaninda, dut, ¢ilek, bogiirtlen gibi kii¢iik yumusak meyvelerde tesbit edilmistir
(3,12,13,23,24,28,37,55,63).

RES bir stilben fitoaleksindir. Fitoaleksinler, cogu bitkide bulunan, diisiik
molekiiler agirliklt ve dogal bir bilesik olan, yapisal olarak dstrojene benzeyen stilben
ailesine ait molekiillerin simirli bir grubunu meydana getirirler. Bunlar, bitkilerin
kendilerini biyotik ve abiyotik strese karst koruyan, antifungal ve antimikrobiyal

Ozellikleri olan sekonder bitki metabolitleridir (11,19,24,55,59,63,68).

Stilben ailesinin 0zelligi nedeniyle bir fitoostrojen olan RES, endojen
ostrojen 17-B-0stradiol ve sentetik Ostrojen diethylstilbestrol ile yap1 ve aktivite olarak

benzerlik gosterir (8,12) (Sekil.2.1.B).

1 7f-Estradiol Diethylstilbestrol

Trans-resveratrol Cis-resveratrol

A- -B-

Sekil 2.1. Trans- ve cis- resveratroliin kimyasal yapisi (A) Endojen 6strojen 17B-estradiol ve sentetik

ostrojen diethylstilbestrol’iin kimyasal yapis1 (B) (12).



Dogal Ostrojen grubundan olan fitodstrojenler, kimyasal yapilarina gore,

izoflavonlar, flavonlar, stilbenler ve lignanlar olarak siniflandirilir (8) (Sekil.2.2).

Ostrojenler

¥
v v
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Fenolikler Tamamlayicilar

:
; ' ! :

Izoflavonlar H Flavonlar ‘ ‘ Stilbenler H Lignanlar ‘

Sekil 2.2. Stilben, flavon, lignan ve isoflavon arasindaki iligski (8).

RES’iin kimyasal olarak trans- ve cis- olmak {iizere iki izomerik formu

bulunmaktadir (3,12,23,24,55) (Sekil.2.1.A).

RES’iin lipid metabolizmasini1 diizenleme, eikosanoid sentezini inhibe etme
ve trombosit c¢oOkelmesini baskilama gibi Ozellikleri yaninda, antioksidan,
antikanserojen, antiinflamatuar, antimutajen, antiproliferatif, antiviral, antibakteriyal,
Ostrojenik ve damar gevsetici 6zellikler gibi biyolojik aktiviteleri de bulunmaktadir

(3,12,23,24,28, 37,55,61,63,64).

RES’iin doza bagl olarak, normal karaciger parensimal hiicrelerinde oldugu
gibi, HepG2 (insan hepatokarsinom hiicre dizisi) hiicre dizileriyle yapilan ¢aligmalarda,

kolesterol esterleri ve trigliserit salgilanma oranim azalttig1 gosterilmistir (24,64).



RES’iin saglikli insanlardan hazirlanan trombositlerdeki etkisine bakilmis ve
doza bagl olarak cokelmeyi inhibe ettigi bulunmustur. RES’iin doza bagh olarak,
trombosit ¢okelme hizin1 azaltma o6zelligi, onun kalp damar hastaliklarina kargi

koruyucu etkisi oldugu fikrini desteklemektedir (24,55,64).

Dogal bir antioksidan olan RES, makromolekiillerin metabolizi sirasinda
olusan, serbest radikal iceren reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin zararhh etkilerini
geciktirme, Onleme, sitotoksik etkilerini azaltma ve ROS nedeniyle olusabilecek hiicre

zar harabiyetini koruma 6zelligine sahiptir (16,23,24,28,37,54,61).

RES’iin, insan diisitk yogunluklu lipoproteinine (LDL) eklendiginde bakir

katalizli oksidasyonu azalttig1 gosterilmistir (24).

RES, indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS)’1 inhibe ederek, nitrik oksit
(NO)’in sitotoksik etkilerini engeller (37).

RES, karsinogenezin baslama, gelisme ve ilerleme asamalarin1 engelleme

yetenegine sahiptir (3,28).

Yapilan calismalar RES’iin, kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek
kanserden koruyucu aktiviteye katkida bulunabilecegini gostermistir. RES farkli tiimor
tiplerinde bulunan sitokrom P450 (CYP)-1B1 enzimi tarafindan metabolize edilir.
Bunun sonucu olarak da bir anti-losemik ajan olarak sekillenir. Biitiin bunlar RES’iin
giiclii bir kimyasal kanser koruyucu oOzelligine sahip oldugunu gosterir. RES’iin
kolorektal kansere karsi cogalma engelleyici ve kanser koruyucu ozelligine sahip
oldugu gosterilmistir. Bunun i¢in RES’iin CaCo-2 insan kolon kanser hiicre dizilerinde
poliamin metabolizmas1 ve biiylime iizerine olan etkileri aragtirilmis, 25 uM RES ile
tedavi edilen CaCo-2 hiicrelerinde RES’iin hiicre cogalmasini1 S/G2 fazinda durdurarak,

cogalmay1 %70 inhibe ettigi bulunmustur (3).

RES’lin fare meme hiicre kiiltiiriinde preneoplastik lezyonlarin gelisimini,
insan meme epitelyum hiicreleri ve kolon kanser hiicrelerinde de sikolooksijenaz

transkripsiyonu ve aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (3).



Bir bagka calismada RES’iin, siklooksijenaz aktiviteyi baskilayarak ve
transkripsiyon faktorii NF-xB’y1 uyararak anti-inflamatuar etki gosterdigi, CYP1A1’in
inhibisyonuyla benzo(a)pyrene uyarili karsinogenezisi azaltabildigi, fare modelinde
7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) uyarili karsinogenezisi inhibe ettigi ortaya
konmustur (61).

RES’iin insan kolonik adenokarsinoma CaCo-2 hiicreleri iizerine etkilerinin
arastirildigr bir baska calismada, doza bagimli olarak cogalmay1 ve biiyiimeyi inhibe

ettigi bulunmustur (3).

RES, o6strojenik aktivite sergiler. Anti-Ostrojenik mekanizma, meme kanser
hiicrelerinde RES’tin biiyimeyi engelleyen etkileri i¢in ana mekanizma degildir.
Gergcekte RES, insan Ostrojen reseptor (ER) (-) meme kanser hiicre dizilerinin
biiytimesini engeller. Nitekim ¢esitli insan tiimor hiicre dizilerinde RES’iin doza bagh

olarak DNA sentezini ve hiicre cogalmasini inhibe ettigi tesbit edilmistir (28,61).

RES’iin fare ve insan HL-60 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii uyardig,
hiicre dongiisiini Go/G; fazinda beklettigi, boylece hiicre cogalmasimi engelledigi

dolayistyla anti-losemik aktivite gosterdigi tesbit edilmistir (28).

RES’iin ¢ogalmay1 engelleyici etkisini, ER pozitif (MCF-7) ve ER negatif
(MCF-10, MDAMB-231) meme kanser hiicre dizilerinde apoptozu uyarip bilylimeyi
inhibe ederek yaptigi tesbit edilmistir (3).

Bir baska calismada da, RES’iin meme kanser hiicre dizilerinin biiyiimesini
baskiladigi, apoptoz ve hiicre biiylimesinde gorevli cesitli enzimlerin ekspresyon ve
etkinligini inhibe ettigi gosterilmistir. RES’iin p21szlfl uyarilmas1 ve kinaz aktivitesi

yardimu ile hiicre dongiisiinii durdurdugu diisiiniilmektedir (12) (Sekil.2.3).



RESVERATROL
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Sekil 2.3. Resveratrol apoptoza neden olan farkli yollar1 uyarir (12).

RES’iin etkinligi, dozuna ve hiicre tipine baghdir. RES’iin yiiksek dozlarda
(15-100 pM) hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi hiicre Oliimiini uyardigi, diisiik
konsantrasyonlarda ise (<10 uM) hiicre cogalmasim belirgin olarak etkilemedigi
gosterilmistir. Hiicre tipine bagh etkisinin gosterildigi bir ¢calismada, MCF7 (ER+) ve
MDA-MB-231 (ER-) meme kanser hiicre dizisinin her ikisinde de hiicre canliligl ve
cogalmasim azalttigi, ayrica MCF-7 (ER+) dizisinde apoptotik yolla hiicre oliimiinii

uyardig tesbit edilmistir (12).

RES, MCF-7 hiicrelerinde, ERa-iliskili fosfoinositol 3 kinaz (PI3K)
aktivitesini diizenleyerek, PKB/AKT 1n fosforile olmasin1 ve bu yolla hiicre yiizey
proteinleri ile, biiyiime, cogalma ve apoptozu kontrol eden proteinlerin diizenlenmesini

saglar (12) (Sekil.2.3).

Tiimor siipresor proteinlerden p53, kanser hiicrelerinin apoptozunda, hiicre
dongiistinii dolayisiyla hiicre ¢ogalmasini inhibe eder. Bu yolda RES-uyarili p53
aktivasyonu ve apoptoz, ERK’lerin ve p38 kinaz aktivasyonuyla p53’iin

fosforilasyonuna baghdir (12) (Sekil.2.3).



pS53 aracili apoptoz, temelde transkripsiyonal olarak bagimli ve bagimsiz
mekanizmalar ile olur. p38 ve ERK1/2 yoluyla aktive olan p53, Bcl-2 yi down regiile
ederek, anti apoptotik bir ajan gibi calisir. Bcl-2 ailesi proteinleri (Bax, Bak, Bid, Bad
ve Bcl-2, Bel-X, Mcl-1, Bel-X, ) arasindaki etkilesimler, mitokondriden sitokrom-c (sit-

c¢) salimimin uyararak apoptozu uyarir (12) (Sekil.2.3).

RES, apoptotik Bax ve Bak’in ekspresyonunu arttirir ve MCF-7 hiicrelerinde
antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL down regiile olur. Bax’in Bcl-2’ye gore oraninin artmasi,
RES-muameleli MCF-7 hiicrelerinde apoptozun uyarilmasimna katkida bulunabilir.
Ekspresyonu artan Bax, Bcl-2 aktivitesini baskilayarak apoptozu uyarir. Bunun anlami
Bax ve Bcl-2 oraninin kimyasal bir ajan tarafindan uyarilmasinin apoptoz i¢in 6nemli

oldugudur (12) (Sekil.2.3).

Kalabalik bir aile olan kaspaz ailesinden kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktive ederek
apoptoz yoluyla olan hiicre Oliimiinde 6nemli rol oynar. RES’iin MCF-7 hiicre
dizilerinden tiiretilmis MKL-F meme kanser hiicre dizilerinde, kaspaz 3’ii aktive ettigi
tesbit edilmistir. RES aym1 zamanda kaspaz-3 geninin delesyonundan dolay1 prokaspaz-

3 eksikligi olan MCEF-7 hiicrelerinde kaspaz-9 aktivitesini uyarir (12) (Sekil.2.3).

pS3 proteini, diger etkili genleri de uyararak, 6rnegin, CD95 (FADD) gibi,
hedef genlerin araciligr ile Oliim reseptdr yolunu aktive etmek suretiyle hiicreyi
apoptoza gotiirebilir. Nitekim T47D meme kanser hiicre dizilerinde, RES (32 puM)’iin
CD95/CD95L sinyal bagimli apoptozu tetikledigi tesbit edilmistir. Sonug olarak, MKL-
F, MCF-7 ve T47D meme kanser hiicre dizilerinde RES’iin cogalmay1 engellemesi;
hiicre dongii kontroliiniin bozulmasi, apoptozun uyarilmasi ve dolayistyla hiicrenin

apoptoz yoluyla oliime gitmesiyle gerceklesir (12) (Sekil.2.3).
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2.2. Tannik Asit

Taninler molekiiler agirliklart 500-3000 Dalton (D) olan polifenolik
bilesiklerdir. Taninler hidrolize ve kondanse taninler olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Yaygin olarak tannik asit (TA) olarak isimlendirilen hidrolize taninler, ya gallotanin ya
da ellagiktanin igerirler. Gallotaninler hidrolize edildiklerinde glukoz ve gallik asit
olustururlar. Tanin igeren polifenoller antitiimor, antiviral, antiHIV, lipid peroksidasyon
inhibisyonu ve plazmin aktivitesi gibi biyolojik aktivitelere sahiptirler. Hidrolize
taninlerden olan TA, cay, yesil cay, kahve, kirmiz1 sarap, findik, ceviz gibi kabuklu
yemislerle ¢ogu bitki ve meyvelerde bulunur (10,15,33,39,42,43,49,51,67).

TA’ler antikarsinojenik, antioksidan, antimutajenik, antimikrobiyal,
antiallerjik ve antiinflamatuar aktiviteleri yaninda kanamayi1 durdurma gibi biyolojik
aktivitelere sahiptirler. TA’ler, kullanilan hiicre tipine ve konsantrasyonuna bagh

olarak, antioksidan veya prooksidan olarak da hizmet verebilir (15,42,43,45,49,66).

TA’in insan glioblastoma hiicrelerinde, apoptozu uyaran bir prooksidan gibi
davrandigi, in vitro ve in vivo olarak, asirn kolanjiosit ¢ogalmasim azaltarak insan

maling kolanjiositlerinin bilyiimesini inhibe ettigi tesbit edilmistir (43,49,67).

TA’lerin in vitro olarak cesitli kanser hiicre dizilerinin ¢ogalmasini inhibe
ettigi fare meme timor virus promoterini inhibe edip kemokoruyucu etki olarak

apoptozu indiikledigi dolayisiyla hiicre ¢cogalmasinmi baskiladigi tesbit edilmistir (10).

Farkli TA konsantrasyonlarinin apoptozu aktive ederek LNCaP (prostat
kanser hiicreleri) hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi, tip 2 diyabeti tedavi ve
onlemede kullanilabildigi, kilsiz farelerde UV-B 1sinlar tarafindan uyarilan deri timor

ilerlemesini baskilayabildigi ortaya konmustur (45,51,58).

Ubiquitin-proteozom sistemi hiicresel proteinlerin yikiminda 6nemli rol
oynar. Proteozomlar apoptoza karsi tiimor hiicrelerinin korunmasi ve tiimor hiicre
cogalmasimin ilerlemesi gibi iki 6nemli fonksiyona sahiptir. Ubiquitin sistemi, tripsin
benzeri olmayan kemotripsin benzeri proteozom aktivitesi tiimor hiicrelerinin yasamini

stirdiirmesiyle iliskili oldugunu gosterir. Hiicrelerdeki ubiquitin proteozom aracilt yikim
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yolunda, p53, pRb, p21, p27Kip1, IKB-a ve Bax gibi proteinler gorev alarak hiicre

cogalmasini ve hiicre 6liimiinii diizenlerler (51).

C3H erkek farelere diyetle birlikte verilen diisiik doz TA’in, kendiliginden
gelisen karaciger tiimoriine kars1 doza baglh olarak giiclii bir kimyasal koruyucu oldugu
saptanmistir. Son zamanlarda, (-)epigallokatesin-3-gallate gibi ester bagi iceren cay
polifenollerinin, in vitro ve in vivoda, giiclii ve belirli bir bi¢imde proteozomun
kemotripsin benzeri aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. TA, 6’dan 9’a kadar ester
bagi icerdiginden TA’in proteozomal aktiviteyi inhibe edebilecegi goriisii hakimdir.
Ester bagi iceren TA, giiclii ve segici bir sekilde kemotripsin benzeri aktiviteyi inhibe
eder. Jurkat T isimli kanser hiicrelerinde TA’in proteozom inhibisyonu, proapoptotik

Kip1

protein Bax ve siklin bagimli kinaz inhibitorii p27 in birikmesi ile apoptozun

uyarilmasin ve hiicre déngiisiiniin G; evresinde durdurulmasini saglar (51).

TA malignant kolanjiositlerde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini geciktirir ve
proteozomal kemotripsin benzeri aktiviteyi inhibe eder. TA, sican hepatositlerinde, 12-
O-tetradecanoyl phorbol 13-acetate (TPA) uyarili nitrik oksit (NO) iiretiminin giiclii bir
inhibitoriidiir. TA ler sitotoksik o©zellige sahip olduklarindan toksik etkilerin
uyarilmasina katkida bulunabilirler (42,49,66).
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2.3 Apoptoz

2.3.1. Apoptozun Mekanizmasi

Programli hiicre 6limii olan apoptoz olayinda, sinyal, reseptor ve apoptoz

iligkili cesitli proteinler gorev yapar (4).

Bu elemanlarin 15181 altinda hiicre iki yolla apoptoza girer (7,65,69):

1) Hiicre dis1 sinyaller araciligi ile (sitoplazmik yol)

2) Hiicre ici sinyaller aracilig ile (mitokondrial yol)

1) Hiicre dis1 sinyaller araciligr ile sitoplazmik yolda hiicrenin apoptoza

girmesi:

Memeli hiicrelerinde Fas ve TNF gibi sinyal proteinleri hedef hiicre zarinda
bulunan reseptorlerine baglanarak apoptoza giden yolu uyarirlar. Bunlar kisaca

aciklarsak (4,29,47,53,62,65);

a- Fas sinyal iletimi yoluyla apoptoz:

Mutasyonlu bir hiicrenin ortadan kalkmas1 gerektiginde, oldiiriicti T lenfositi
zarinda bulunan ve molekiil agirligt 43 kD olan Fas sinyal proteini (Fas ligandi=
CD95L), hedef hiicrenin Fas reseptoriine baglanarak olay baslar. Fas reseptorii, timor
nekroz faktor reseptor (TNF-R1) ile ayn1 gruptandir. Sekil 2.4.’de goriildiigii gibi Fas
reseptoril, hiicre 6liim reseptorii olup, 3 ayni polipeptid zincir icerir. Fas sinyal proteini,
reseptoriin amino (NH2) ucuna baglandiginda, bu 3 ayn1 polipeptid zincir Fas reseptorii
trimer hale gecerek aktiflesir. Fas reseptorii, lenfoid hiicreler dahil, hemen hemen tiim
hiicrelerin zarinda transmembran olarak uzanir. Fas aktivasyonu ile uyarilan apoptoz;
bagisiklik yanitin sonunda arta kalan lenfositlerin, kanser hiicrelerinin veya virus ile

enfekte hiicrelerin 6liimii ve ortadan kaldirilmasindan sorumludur (4,47,53, 62,65).
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Sekil 2.4. Fas sinyal iletimi yoluyla apoptoz (14. literatiirden uyarlanmigtir).
Fas yoluyla olan apoptoz belli bir sira takip eder:

Olusan Fas sinyal/reseptor kompleksindeki reseptoriin sitozolde uzanan
COOH ucundaki 80 amino asitlik 6liim bolgesi (DD) otofosforile olur. Otofosforile olan
Fas reseptorii DD bolgesinede Fas adaptor proteini (FADD) kendi 6liim bolgesi (DD)
ile baglanir. FADD baglantisin1 takiben, baslatici kaspazlardan inaktif prokaspaz-8
DED (Oliim olusturan bolge=Death Effector Domain) bolgesi ile adaptor proteine
baglanir. Olusan bu kompleks DISC (Oliimii Baslatan Sinyalleme Yapisi=Death
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Inducing Signalling Complex) adim1 alir. Bu baglantilarin sonucunda prokaspaz-8
(FLICE), kendini keserek aktif kaspaz-8 haline geger. Aktif kaspaz-8, kaspaz yolundaki
sonlandirict (efektdr) kaspazlarin aktivasyonunu baglatir. Son olarak sonlandirici
kaspazlardan prokaspaz-3 kaspaz-3 olarak aktiflesir. Aktiflesen kaspaz-3, sitoplazmik
inaktif ~ ICAD/CAD  (deoksiriboniikleaz  inhibitoriinii/  kaspazla  aktiflesen
deoksiriboniikleaz) kompleksine baglanir. Bu baglanti sonucu aktiflesen CAD
kompleksten ayrilir ve niikleus zarim gecerek niikleozomlar arasinda uzanan linker
DNA’ya baglanip o bolgeyi keser ve boylece DNA fragmentasyonunu gerceklestirir.
Bunu takiben CAD kesim noktasindan ayrilir. DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlagmasi, niikleer lamin A yikilimiyla birlikte niiklear zarf da yikilarak niikleus

dagilir (4,47,53,62,65) (Sekil.2.4).

Kaspaz-3’iin CAD’1 aktiflestirip DNA fragmentasyonunu gerceklestirildigi
olayda;

Kaspaz-3’iin niikleusta yaptig1 tahribat sitoplazmada da devam eder. Hiicre
iskeleti yikilir, ER ve Golgi cisimcigi bozulur, organeller bir araya toplanir. Hiicre zar
yapisi bozuldugundan komsu hiicrelerle baglantisi kaybolur, hiicre zar1 tomurcuklanir.
Bunu takiben tomurcuklar, makrofaj gibi fagositoz yapan hiicreler tarafindan taninarak

fagosite edilir, apoptoz tamamlanir (4,27,29,53,56) (Sekil.2.4).
b- Tiimor nekroz faktdr (TNF) sinyal iletimi yoluyla apoptoz:

Sinyal gorevi yapan ve bir sitokin olan TNFo proteini, hiicre zarinda
bulunan TNFR-1 (Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii ) ile kompleks olusturur. Sekil.2.5
da goriildiigii gibi, TNFR-1 reseptoriiniin sitozole uzanan kismindaki DD bélgesine,
TRADD (TNFR'e bagl Oliim Bolgesi) proteini baglanir. TRADD diger kismiyla da
FADD (Fas Adaptor Oliim Bolgesi) adaptor proteinine baglanir. Bu baglantilar
sonucunda, prokaspaz-8 aktiflesir. Aktif kaspaz-8 de sonlandirici kaspaz iiyelerini ve
sonunda aymi gruptan prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktif kaspaz-3, Fas sinyal iletim
yoluyla apoptozda oldugu gibi, hiicrede gerekli morfolojik degisiklikleri saglayarak
hiicre apoptoz yoluyla 6liir (4,47,53,62,65).
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Sekil 2.5. TNF o sinyal yoluyla apoptoz (17)
2) Hiicre i¢i sinyaller sonucu hiicrenin apoptoza girmesi (Mitokondrial yol):

Mitokondri araciligiyla hiicrenin apoptoza girmesinde kaspazlar ve Bcl-2

proteinleri gorev yapar (4).

Kaspaz (caspase: cysteine-aspartic-acid-proteases) gen ailesi iiyeleri
hiicreyi apoptoza gotiiren proteinleri kodlarlar. Kaspazlar, inaktif olarak sitoplazmada
bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak
adlandirilan enzimlerdendir. Fare ve insanda kaspaz ailesinden 14 kaspaz proteini
tanimlanmigtir. Kaspazlar, baslatict ve sonlandirict (efektor) kaspazlar olmak iizere iki
gruba ayrilirlar. Baslatict kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10), apoptotik uyariyla baslayan 6liim
sinyallerini, asag1 kaspazlar olan sonlandirici kaspazlara naklederler. Bu kaspazlarin
uzun bir baglanma bolgesi vardir. Bu bolgeler CARD (Caspase Activation and
Recruitment Domain = Kaspazi1 Aktive Eden Bolge) ve DED (Death Effector Domain =
Oliim Olusturan Bolge) olarak adlandirilirlar. Bu uglara baglanacak 6zel molekiiller
yoluyla aktive olurlar. Sonlandiric1 (efektor) kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ise 100 kadar
farkli hedef proteini keserek apoptozu sonlandirirlar. Bu yiizden cellat kaspaz olarak da

adlandirilirlar (4,26,29,47,56,65,69).
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Bcl-2 gen ailesi iiyeleri, kendi iglerinde birbirlerine antogonist ¢alisarak
apoptozu uyaran veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden Bcl-2,
Bcl-Xy, ve Mcl-1 apoptozu engellerken, Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-xs apoptozu uyarir. Bu
apoptozu uyaran ve engelleyen proteinlerin isleyisi yapilarinda bulunan iki bdolgeye
baghdir. Bu bolgeler bir reseptor gibi gorev yapan hidrofobik cep ve bir ligand gibi
gorev yapan amfipatik o-heliks bolgeleridir. Bu proteinlerin her biri Bcl-2 Homoloji
bolgesi (BH1, BH2, BH3, BH4) icerirler. Yapilarindaki BH1, BH2, BH3 bolgeleri
hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik o-heliks BH3 bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep
sayesinde bir diger proteinin BH3 bolgesine baglanirlar. Apoptotozu uyaran iiyeler
yapilarinda BH1, BH2, BH3 bolgelerini iceren ve sadece BH3 bolgesini igeren
iiyelerden olusur. Apoptozu engelleyen iiyelerde ise bu bolgelerin 4’1 de
bulunmaktadir. Bcl-2 iiyeleri BH3 bolgelerinden baglanarak dimerize olur, homodimer

ve heterodimer yapilar olustururlar (5,7,53,69) (Sekil.2.6).

Apoptozu Engelleyen Uyeler Bel-Z Protein &ilesinin
) : Homiog Domain {BHj
Hidrofobik Cep (Regeptir) Bcl-2 Dadlima
Bol-XL - - \
N g
< Mol f/ \‘
BnnvtaTin mallasranlar Ararbagii Lhiarandar
APDROTU Engeseyeme) ARCRIoIU Lyaramar
1 PR
. 1 LA
Apoptozu Uyaran Uyeler I f.r” \\
BH1,BH2,BH3 igeren iiyeler % _,.,,{ kY
Sadece BHI
Ht [ B2 Bax,Bak,Bok BH1 SH2 BH3 B BH1 B2 BH3 Bulunzriar
BH3 igeren iieler :Eﬁ]_ ’ :: 3:1
§ A1 Bak Bik
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2 Ny i Hrk
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Sekil 2.6. Bcl-2 ailesi tiyelerinin siniflandirilmasi (5)
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Bcl-2 ailesinden apoptozu uyaran proteinler, mitokondrial yolda mitokondri
zarlarindan sitokrom-c (sit-c) salinimini bunun devaminda da kaspaz aktivasyonunu
saglayarak hiicreyi apoptozu gotiiriirler. DNA hasari, biiylime faktorii (GF) eksikligi,
Olim reseptorlerinin uyarilmasi, radyasyon, kemoterapi vs. gibi apoptozu uyarict tim
ajanlar hiicreyi mitokondriyal yolla apoptoza gotiirebilirler. Apoptozu uyaran bu ajanlar,
sitozolde bulunan Bcl-2 ailesi tiyelerinin gorev yapmasini sagladiklarindan mitokondrial
yol, i¢ sinyal yoluyla apoptoz adin1 alir. Mitokondrial yolda olan apoptozu aciklamada
orek olarak; Bcl-2 ailesi iiyelerinden Bid ve Bad yoluyla aktiflesen Bak ve Bax
proteinlerinin apoptoz etki mekanizmasi acgiklanacaktir. Bu mekanizmalar arasindaki
farklilik, sit-c salinimina kadar olan yolda goriiliir. Sit-c nin sitozole salinmasindan
sonraki adimlar birbirlerine benzer olarak devam ederek hiicre apoptozla oliir (7,27,53)

(Sekil.2.7-2.8).

i) Mitokondrial yolda Bid proteini ile aktiflesen Bak ve Bax proteinlerinin

apoptotik yolu

Sekil.2.7 ve 2.8 de goriildiigii gibi, Fas sinyal-reseptor yolunda aktive olan
kaspaz-8, sitozolde bulunan Bid (p22 Bid) proteinini keserek aktif tBid (p15 Bid)
olusturur. Aktif tBid, mitokondri dig zarina tutunur ve BH3 bolgesi ile mitokondri
zarinda bulunan Bak proteinine baglanir. Bu baglanti sonucu Bak proteini oligomerize
olarak mitokondri zarinda por olusturur ve mitokondri i¢ ve dis zarlar1 arasinda yer alan
sit-c nin sitozole salinmasina neden olur. Ayn1 yolu takibeden tBID sitozolde bulunan
Bax proteinine baglanarak Bax’in aktiflesip mitokondri dis zarina baglanmasini ve zar
yapisinin bozulup mitokondriden sitozole sit-c salimmini saglar. Bundan sonraki
olaylar, her iki yolda da devam eder. Soyle ki; Sit-c, sitozolde Ced-4 a karsilik olan
apaf-1 (Apoptotik Proteazi Etkinlestiren Faktor) ile kompleks (sit-c/apaf-1) olusturur.
Sit-c/apaf-1 kompleksi, prokaspaz-9’a baglanarak apoptozom kompleksi olusur.
Apoptozom kompleksindeki prokaspaz-9 kesilerek aktiflesir. Aktif kaspaz-9, proteolitik
kesim ile sonlandirici prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktive kaspaz-3, Fas ve TNF yolunda
oldugu gibi, apoptozla ilgili hiicresel bozukluklar1 saglayarak hiicre apoptoza gider

(7,22,27,53) (Sekil.2.7- 2.8).
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Sekil 2.7. Aktiflegen Bid ile Bak aktivasyonu (70.literatiirden uyarlanmistir).
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Sekil 2.8. Aktiflesen Bid ile Bak ve Bax aktivasyonu (34. literatiirden uyarlanmustir).
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ii) Mitokondrial yolda Bad proteini ile aktiflesen Bak ve Bax proteinlerinin

apoptotik yolu

Sekil.2.9°da goriildiigii gibi, fosforile Bad proteini, sitozolde 14-3-3 saperon
proteini ile kompleks olusturarak inaktif halde bulunur. Antijenler, GF ve diger yasam
faktorlerinin eksikligi nedeniyle Bad proteini defosforile olursa, kompleksten ayrilarak
BH3 bolgesi ile, mitokondri dis zarinda bulunan ve apoptozu engelleyen, Bcl-2 veya
Bcl-2/Bcl-x1 proteinlerine baglanmasi ile kompleks olusturur. Bu durumda Bcl-2 ve
Bcl-x1 apoptozu engelleme gorevini yapamaz, dolayisiyla bu kompleksler Bak ve Bax
proteinlerinin oligomerize olarak, mitokondri dis zarinda por olusturup yapinin
bozulmasim saglarlar. Olusan bu porlardan sit-c sitozole salinir. Bundan sonraki olaylar
Bid yolunda oldugu gibi cereyan eder. Soyleki; sit-c/apaf-1 kompleksi olusur. Buna
prokaspaz-9 baglanarak apoptozom kompleksi (sit-c/apaf-1/kaspaz-9) meydana gelir.
Komplekste aktive olan kaspaz-9, prokaspaz-3’ii sonlandirici kaspaz-3 olarak aktive
eder. Aktif kaspaz-3 niikelus ve sitoplazmada gerekli morfolojik degisikliklerin
olmasim saglayarak apoptozu sonlandirir (7,53) (Sekil 2.9).

Apoptotik sinyal Sor126 Sprii@

_ . &J Ber 185
F T

==y defosforilasyon ,J""_a-s—?l":}
~ B )
Bad salinimi

Hicre Saf
Kahr

Sekil 2.9. Mitokondrial yolda Bad proteini ile apoptoz (17. litreratiirden uyarlanmustir).
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HUCRE SAG KALIMI:;

TNF, Ras/Raf/Erk, PI3—kinaz/Akt (PKB) gibi proteinler apoptozda gorev
yaptiklar1 gibi hiicre sag kaliminda da gorev yaparlar. Bu gorevlerini de fosforilasyon ve

defosforilasyon yoluyla yaparlar (14). Hiicre sag kalimina 6rnek olarak,
1-TNF yoluyla hiicre sag kalimi,

TNF yolunda bazi hiicreler apoptoza giderken, bazilart da ayn1 yolda TRAF2
(Sekil.2.5) iizerinden kinaz aktivasyonuyla, yasamlar1 i¢cin gerekli protein sentezine
yonelirler. Buna Ornek olarak, Sekil 2.10.A’da goriildiigii gibi immiin cevabin
olusumunda gorev yapan NF-xB transkripsiyon faktoriiniin aktiflegserek immiin cevap
icin gerekli immiin globiilin gen expresyonu verilebilir. Bu olayda, TNF/TNFR-1
kompleksi olugur. Komplekse adaptor proteinin baglanmasiyla kinaz kaskadi aktiflesir.
Aktif kinaz, NF-kB/IkB kompleksini fosforile eder ve NF-kB serbest kalir. Serbest
kalan NF-kB da niikleusa girerek hiicre sag kaliminda gerekli IG protein sentezi igin

transkripsiyonu baslatir (14).
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Sekil 2.10. TNF (A) ve Ras/Raf/ERK (B) yoluyla hiicre sag kalimi (31,35)
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2-Ras/Raf/ERK yoluyla hiicre sag kalimu,

Bu yolda Sekil.10.B’de goriildiigii gibi RSK protein kinaz gorev yapar.
RSK, protein kinaz, ERK tarafindan fosoforile olarak aktiflesir. Aktif RSK, apoptozu
uyaran Bad proteinini fosforile ederek 14-3-3 proteini ile kompleks olusturmasini
saglar. Kompleks haldeki Bad proteini mitokondriden sit-c  saliimim

gerceklestiremediginden hiicre apoptoza gidemez ve sag kalir (14).
3-PI3-kinaz/Akt (PKB) yoluyla hiicre sag kalimi,

Bu yolda Sekil 2.11°da goriildiigii gibi biiyiime faktorii/reseptor kompleksine
baglanan araci (adaptor) protein PI3 kinaz, fosforile olarak aktiflesir. Aktif PI3 kinaz,
PIP2(fosfotidil inositol 4,5 bifosfat)’yi hidrolize ederek PIP3 olusturur. PIP3’de bir
serin-treonin kinaz olan Akt’1 aktive eder. Aktif Akt, apoptozu uyaran Bad proteininin
fosforilasyonunu ve dolayisiyla 14-3-3 proteini ile kompleks olusturmasini saglar.

Kompleks haldeki Bad, apoptozu uyarma goérevini yapamayacagindan hiicre sag kalir

(14).
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Sekil 2.11. P13 kinaz/Akt (PKB) yoluyla hiicre sag kalimi (14. literatiirden uyarlanmustir.).



2.4.Telomer ve Telomeraz Enzimi

Telomerler tiim Okaryotik canlilarin, lineer yapidaki kromozomlarinin her
iki ucunda bulunan DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik bolgelerdir.
Heterokromatik yapida olan telomerler kromozomlari; fiizyon (birlesme), degredasyon
(yikilma) ve rekombinasyon (birinden kopan parcanin digerine yapismasi) gibi
olaylardan korurlar. Bu sayede kromozom biitiinliigiiniin siirdiiriilmesini ve
kromozomlarin niikleus zarma tutunarak belirli bir pozisyonda kalmasini saglarlar

(2,4,29) (Sekil 2.12 A, B).

Subtelomerik balge ™

Sentromer —»|
Telomerik DNA diziler

(TTAGGG)

Subtelomerik bélge =

Telomer Por  Nuklearlamina ~ Nukleolus Kromatin

-A- -B-

Sekil 2.12. Lineer kromozomda telomerler (A). Kromozomlar telomerleri sayesinde niiklear laminaya

tutunup belli bir pozisyonda kalirlar (B) (4).
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Telomerik tekrar dizileri ilk olarak 1970’lerde Ciliat kromozomlarinda fark
edilmistir. Lineer kromozomlarin ug¢larinda yer alan ve tekrarlayan DNA dizileri olan

telomerler; telomer DNA’s1 ve telomer bagl proteinlerden olusurlar (4).

Telomer DNA’s1, Sekil.2.13’de goriildiigii gibi subtelomerik ve esas
telomerik bolge olmak iizere iki bolgeden olusur. Subtelomerik bolge kromozomlarin
devami olup ¢ift iplikcik halinde bulunur. Subtelomerik bodlge uzun, ara ve kisa
bloklardan olusur. Subtelomerik bolgenin devami olan esas telomerik bolge cift ve tek
iplikcik halinde uzanir. Cift iplikcigin devami guanince zengin ve tek dal halinde

bulunmasindan dolay1 G’ tek dali (overhang) olarak da adlandirilir (18,29) (Sekil.2.13).

Sekil 2.13. Insan kromozumuna ait telomerinin sub ve esas telomerik bolgeleri (4).

Telomer boyu, hiicre boliinmesi ve yaslanmasi ile yakindan iliskilidir. Ciinkii
bir hiicrenin belli sayida boliindiikten sonra, bdliinme olayinin sona ermesi, yaslilik
dénemine girmesi veya sonsuz boliinme 6zelligi kazanmasi bir noktada telomer boyuna
baghdir. Normal somatik insan hiicrelerinde her hiicre boliinmesinde 50-200
niikleotidlik kayip izlenmekte ve hiicreler 40-70 hiicre boliinmesi sonrasinda
yaslanmaktadir. Bu nedenle hiicre ve dolayisiyla organizma yaslanmasinda ana nedenin
bu telomerik kisalma oldugu ileri siiriilir. Telomer boyunun belli bir uzunlugu
korumasi, uzamasi veya kisalmasi ise, telomer tek ve cift dalina baglanan ozel

proteinler ve telomeraz enzimi sayesinde olmaktadir (4,20,29,18).
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Telomeraz enzimi Greider ve Blackburn tarafindan 1985 yilinda
“Tetrahymena thermophila” da tanimlanmistir. 550 kDa boyunda ve hiicresel
riboniikleoprotein yapisindadir. Insanda telomeraz aktivitesine, ilk kez servikal kanser

hiicre dizisi olan HeLa'da rastlanmustir (2,18).

Telomeraz reaktivasyonunun, hiicrelerin = sinirsiz  ¢ogalma  6zelligi
kazanmasinda rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan biri oldugu ileri siiriilmektedir.
Telomer boyunun uzamasim saglayan telomeraz enzimi, kendisine ait RNA ve

proteinlerden olusan bir komplekstir (4,18,29) (Sekil.2.14-2.15.)

Sekil 2.14. Telomeraz enzim kompleksi (4).
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Sekil 2.15. Telomeraz enzim kompleksi modeli ve telomer DNA’s1 ile telomeraz RNA’s1 (4).

Telomeraz RNA’sim1 kodlayan DNA dizisi fare, insan, maya ve Ciliatlarin
20’den fazla tiiriinde klonlanmistir. Insan telomeraz RNA (hTR, hTERT=Human
Telomerase RNA)’st 450 niikleotid boyundadir. Bu uzunlukta olan telomeraz
RNA’simin 159 niikleotidlik kismi, 5°— 3’ istikametinde 5’CUAACCCUA-3’
tekrarlarindan olusur. Telomeraz enzim kompleksi proteinlerinin de yardimiyla
telomeraz RNA’s1 bu diziyi kullanarak telomer DNA tek dalinin uzamasini saglar. Insan
telomeraz RNA geni 3q21-28’e lokalizedir. TR ekspresyonunun, kanser hiicrelerinde
biiyiik oranda yapilmasi yaninda, normal somatik hiicrelerde de mevcudiyeti tesbit

edilmistir (4,18,29).

Telomeraz enzim kompleksi proteinleri, temel ve yardimci proteinlerden
meydana gelir. Telomeraz temel proteini olan TERT (Telomeraz Revers Transkriptaz)
bir revers transkriptaz olup RNA’dan DNA sentezlenmesinde katalitik gorev yapar. Bu
protein insanda hTERT olarak adlandirilir. Yaklasik olarak 40 kb olan insan hTERT
geni 16 ekson ve 15 intron igermekte olup, Sp15.33’de lokalizedir. hTERT, 127 kDa
agirhiginda biiyiikk bir proteindir. Sekil.2.16’da goriildiigii gibi, TERT proteini, diger

proteinler gibi amino ug, orta bolge ve karboksil u¢ bolgesinden olusur. Amino ug
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bolgede T motifi, bunu takiben orta bolgede RT domaini yer alir. RT domaini bir revers

transkriptaz olup, E,D,C,B,A,2,1 olmak iizere 7 motiften olusur (4,18,29)
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Sekil 2.16. Cesitli canlilarda TERT proteininin kisimlar (4).

Telomeraz yardimci proteinleri; Euplotes aediculatus’da p43 proteini,
Tetrahymena thermophila’da p80 ve p95 proteinleri, S.cerevisiae’da Estlp ve Est3p
(Ever shorter telomeraz 1 ve 3 protein) memelilerden insan ve kemirgenlerde TEP1, p23
ve hsp90 (heat shock protein 90) proteinleri olarak tanimlanmistir. Bunlarin gorevleri
tam olarak bilinmemekle birlikte telomeraz enzim kompleksi elemanlarinin dogru

olarak bir araya gelmesinde rol oynadiklan diisiiniiliir (4,18,29).

Cogalmakta olan hiicrelerde izlenen diisilk diizeydeki telomeraz
ekspresyonunun, kok hiicre popiilasyonunun yenilenmesi i¢in gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Telomer hipotezi ile uyumlu olarak, yaslanmadan kagarak oliimsiiz
olma o0zelligi kazanan tiimér hiicreleri, genetik kararliligin ve telomer uzunlugunun
saglanabilmesi i¢in telomeraz aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir (Sekil.2.17). Telomeraz
enzimi tek basina normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesinde yeterli
olmamakla birlikte, hiicrelerin sinirsiz biiyiime 6zelligi kazanip Olumsiiz hale

gecebilmelerini saglar, bunun saglanmasi da telomeraz enzimi sayesinde telomer

boyunun korunmast ile olur (4,18,29).
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Sekil 2.17. Normal somatik hiicrelerin telomer boyuyla iliskili olarak yaglanmasi (A) ve telomeraz
enziminin yeniden aktive olarak telomer boyunu uzatmasi ile 6liimsiiz kanser hiicrelerinin
olusmasi (B) (18).

MCEF-7 hiicre dizileriyle yapilan bir calismada, RES’iin telomeraz
aktivitesini down regiile ettigi gosterilmistir. Ayni1 calismada yiiksek dozlardaki RES’iin

hTERT proteininin niiklear ekspresyonunu azaltabildigi de gosterilmistir (44).

Bcl-2 ekspresyonunun degisimiyle uyarilan apoptoza telomerazin roliiniin
arastirildig bir calismada, mitokondrial degisimlerin oldugu intrinsik apoptotik yolun

erken agamalarinda, hTERT degisiminin direkt olarak zarar verdigi gosterilmistir (6).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Hiicre Dizileri

Calismamizda MCF-7 insan meme kanser hiicre dizisi kullanildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

- %100’liik Paraformaldehit solusyonu ( Riedel de Haen )
- Absolii Etanol (Riedel-de Haen)

- Acrilamide/bisacrilamide %30 soliisyon (29:1) (Sigma)
- Agaroz (peqLab)

- Amfoterisin —B(Biochrom)

- Amonyum persiilfat [(NH4),SOs] (Sigma )

- Antikor dilution buffer (Lab Vision)

- Apop Taq Peroxidase Kit (Chemicon)

- Asetik asit (CoH40;) (Riedel-de Haen)

- Aseton (C5HgO) (Fluka)

- Bak monoklonal antikor (Neomarkers)

- Biotin isaretli sekonder antikor ( Lab Vision )

- Borik asit (H;PO,4) (Carlo Erba)

- Bovine Insiilin (Sigma)

- Cell freezing medium (Biological Industries)

- DimetilSiilfoksit (DMSO)

- Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) (Carlo Erba)

- Distile su
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dNTP (Larova)

Eagle Minumum Essential Medium (EMEM) (Karbonatli,L-glutaminli)
(Biowest)

Ethidium bromid (Amresco)
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Ambresco)
FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries)
Fluid Thioglycollate Medium (FTM) (Fluka)
Formaldehit (HCHO) (J.T. Baker)

Glacial Asetik asit (C,H40;) (Riedel-de Haen)
Gilimiis nitrat (AgNO3) (Carlo Erba)

Hanks’ Balanced Salt Soliisyonu (HBSS ) (Gibco)
Hemotoksilen (Sigma-Aldrich)

Hidrojen Peroksit (Riedel de Haen)

Isopropyl alkol (2-propanol) (Riedel de Haen)
Ksilen (Carlo Erba)

L-glutamin (Biological Industries)

Loading buffer (Sigma)

MCF-7 (1 flask) (Sap Ens.)

Metanol (CH;,0) (Merck)

Metil green (kristal violet free) (Himedia)
Molecular Weight Marker (MBI Fermentas)
Mounting Soliisyonu (Sigma)

N’N’N’N’-Tetrametyhylenediamine (TEMED) (Amresco)
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n-butanol (1-butanol) (Fluka)

Notral Formalin ( Richard- Allan Scientific)

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Biochrom )

Potasyum dihidrojen fosfat(KH,PO4) (Merck)

Resveratrol (Sigma)

RPMI 1640 Medium (Karbonatli,L-glutaminli )( Biological Industries)
Serum Bloking Soliisyonu (Lab Vision)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck)

Sodyum fosfat monobazik (Sodyum dihidrojen fosfat) (NaH,POy)
(Himedia)

Sodyum hidroksit (Reidel deHaen)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

Sodyum Piruvat (Biochrom)

Steril distile su (Sigma )

Streptavidin-peroksidaz konjugati (Lab Vision)

Substrat Kromojen(AEC) kiti (Lab Vision)

Tannik asit (Acros Organic)

Taq DNA polimeraz (Bioron)

Telomeraz ELISA Olciim Kiti TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
PLUS Kit (Roche)

Tripan Blue Soliisyonu (Biological Industies)

Tripsin EDTA 1x (Biological Industries)

Trizma base toz (Sigma)
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Tryptone Soya Broth (TSB) (Himedia)

3.1.3. Malzemeler

- Buharl Sterilizator Bandi (Grup Deltalar)

- Cam kalemi

- Cam uzun pastor pipeti (Isolab)

- Cryotiip (2mlt’lik) (TPP)

- Eldiven (Beybi)

- Enjektor (1ml) ( MedSet )

- Filtre (150x0,22 um milipor) (Orange Scientific)

- Gazh bez

- Inkubator dezenfektan (Biological Industries)

- Kuru Sterilizatér Bandi (Sterilcin)

- Kurutma kagidi

- Kiiltiir plakasi (6 kuyucuklu) (Orange Scientific)

- Meziir (50 mI’lik, 100ml’lik, 500ml’lik, 1000ml’lik) (Isolab)
- Mikropipet ucu (10ul- 100 pl) (96x10) ( Corning )

- Mikropipet ucu (silikonlu 1, 200, 1000 ml) (Neptune)

- Neubauer lam1 (Marienfeld)

- Otoklavlanabilen sise (350ml, 500ml, 1000ml) (Witeg)
- Parafilm (Pechiney)

- Santrifiij tiipleri (Orange Scientific)

- Siki kapakli besiyeri tiipii

- Slayta yapisik kapakli 10 cm?lik kiiltiir flaski (tekli-dortlii) (Lab-Tek)
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- Steril kiiltiir tiipii

- Steril plastik pipet (Sml-10ml) (Lp Italiana)

- Steril santrifiij tiipii

- Steril siringa tipi u¢ (combitips plus-eppendorf)
- Su banyosu dezenfektan (Fermacldal D2)

- Vial (Eppendorf )

- Vidali Kapakl Kiiltiir Flaski (25 cmz’lik) (Corning)

3.1.4. Aygitlar

- Binokiiler mikroskop (Olympus)

- Buharl sterilizator (Niive)

- Buz makinasi (Hoshizaki)

- Buzdolab1 (Arcelik)

- COy’li Etiiv (Sanyo)

- Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)

- Derin dondurucu (-80°C) (New Brunswick Scientific)
- Dijital fotograf makinasi (Nicon)

- Elektroforez (Biorad)

- Etiiv (Ecocell)

- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Inverted mikroskop (Euromex)

- Kuru Otoklav (Ecocell)

- Laminar kabin (Steril Kabin) (Nuaire)

- Manyetik karistiric1 (Niive)
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Mikrodalga firin (Arcelik)

Mikroplate okuyucu (ELISA) (LabSystems)
Nitrojen tanki ve aktarma iinitesi (MVE)
Otomatik pipetler (Gilson)

PCR (Eppendorf)

pH metre (NEL)

Shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)
Sogutmali santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos)
Spektrofotometre (Shimadzu)

Su banyosu (Niive)

Sarjli Pipetor (Isolab)

Vorteks (IKA)
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3.2.YONTEM

Calismamizda MCF-7 insan meme kanser hiicre dizisi kullanildi. Deneye
Tarim ve Koy Isleri Bakanligi SAP Enstitiisiinden besiyeri ile birlikte birer flask halinde
gelen hiicrelerin pasajlanmasiyla baslandi ve Olctimlerde kullanilacak hiicre miktarina
ulasabilmek i¢in yeterli sayida flask elde edilinceye kadar pasajlama islemine devam
edildi. Her bir hiicre grubundan yeterli sayida (64 er) flask elde edildikten sonra deneye

baslandi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1 Sterilizasyon

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim malzeme ve ajanlar sterilize edilerek
kullanildi. Radyasyona maruz birakilan doku kiiltiiri plastikleri (flasklar) ve kullanima
hazir durumdaki steril besiyerleri ticari firmalardan elde edildi. Cok yiiksek 1siya
dayaniksiz materyaller, 8 kg basing ve 115°C’de 20 dk, cam malzemeler ise 160 °C’de
60-90 dk otoklavlandi. Sivi ajanlar por biiyiikligii 0.22 pwm olan mikrobiyolojik
filtreden gegilerek sterilize edildi. Pipet ve uclar, kromat cozeltisinde bekletilerek
sterilize edildi. Zefiran, %75 alkol ve 6zel dezenfektanlarla calisma ortami ve steril
kabinin temizligi yapildi. Steril kabine alimacak malzemeler %70 alkolle silindi. Tiim

islemler sirasinda steril eldiven kullanildz.

3.2.1.2. Kullanilan Besiveri ve Hazirlanisi

Kiiltiirde kullanilan hiicre tipine 6zel besiyerleri hazirlandu.

Besiyeri i¢in kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por biiytikliigii

0.22 um olan filtreden geg¢ilerek hazirlandi.
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3.2.1.2.1. MCF-7 insan meme kanser hiicre dizisi

Tarim ve Koy Isleri Bakanligi SAP Enstitiisiinden 25 cm? lik flask icinde gelen
MCEF-7 hiicre dizisi, 100 ml besiyeri i¢inde, 10 ml Fetal Bovine Serum (FBS), 1 ml
Sodyum Piruvat (100mM), 1 ml Penisilin/Streptomisin, 1 ml Amfoterisin, 1 ml
Gentamisin, 2.9 ml sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (%7.5), 1 ml bovine insiilin ve 82.10

ml RPMI 1640 soliisyonu olacak sekilde %35 karbondioksitli ortamda yetistirildi.
%'1.5 sodyum bikarbonat (NaHCQ3) cozeltisinin hazirlamsi:

7.5 g NaHCO; tartildi, 100 ml steril distile suda ¢oziildii, kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandi.

3.2.1.3. Kiiltiir Asamasi ve Pasajlama

MCF-7 hiicre dizisi flasklar1 laboratuara geldigi giin, %5 CO,’li etiivde 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin kontamine olup olmadig1 inverted
mikroskopta incelendi. 48 saat sonra da hiicre yogunlugu ayni mikroskopta kontrol
edildi. Yeterli cogalma olan flaskdaki besiyeri tek kullanmimlik steril pipet yardimiyla
cekildi. Besiyeri cekilmis flaska, por biiyiikliigii 0.22 pm olan filtreden gecilerek
enjektor yardimiyla onceden 37°C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin-EDTA’dan 1-2
ml (hiicre yogunluguna gore) eklendi. Bir iki dakika beklenip, steril cam pastor pipet
yardimiyla bu s1v1 ¢ekildi. Tripsini ¢ekilen flasklara yine aym1 miktarda Tripsin-EDTA
eklendi. Flasklar %5 CO’li etiivde 37°C’de 5-7 dakika bekletilerek flask tabanina
tutunmus hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi ve inverted mikroskopta kontrol
edildi. Flask tabanindan ayrilan hiicreler her flask icin bir tane olmak {iizere, icinde 3 ml
besiyeri bulunan, Onceden hazirlanmig santrifiij tiiplerine steril cam pastdr pipet
yardimiyla aktarildi. Oda 1sisinda 125 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
tiipiin dibinde kalan hiicrelerle birlikte 0.5 ml s1v1 da birakilarak, iistte kalan siipernatant
atildi. Tiipiin dibinde kalan hiicreler steril cam pastor pipet yardimiyla alinarak, 6nceden
iclerine 4 ml besi yeri konmus, flasklara (hiicrenin yogunluk durumuna gore 2-4 flask)
esit miktarda dagitildi. Pasajlanan hiicrelerin flask icindeki yogunluklari her giin
inverted mikroskopta gozlendi. Flask tabanimi kaplayan hiicreler tekrar pasajlanarak

olglimler icin gerekli sayida flask elde edildi. Olgiime girecek flaskdaki hiicreler
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tripsinlenerek flask tabanindan ayrilmalari saglandi. Serbestlesen hiicreler, dnceden

hazirlanmis, i¢inde hiicreleri kaldirma isleminde kullanilan tripsin miktarinin iki kati

kadar besiyeri olan santrifiij tiiplerine steril cam pastor pipeti ile aktarildi. Santrifiij

tiiplerine aktarilan hiicrelerin sayisi, Tripan blue boyama yontemi yardimiyla Neubauer

laminda sayilarak belirlendi. Hiicre sayilarinin belirlenmesiyle olgiimler igin gerekli

sayida hiicre elde edilmesi saglanda.

3.2.1.4. Tripan Blue Boyama Yontemi

Tripan Blue boyama yoOntemi, hiicre sayimi i¢in tavsiye edilen cesitli

yontemlerden biridir. Bu metoda gore canli hiicreler boyanmaz, 6lii hiicreler boyanir.

Boyama islemi asagida belirtilen sira takip edilerek yapilir:

1.

Bir tiipe 0.5 ml % 0.4 Tripan Blue soliisyonu, iizerine 0.3 ml Hank’s
Balanced Salts (HBSS) (Diliisyon faktor= 5) ve son olarak da
siipernatant  eldesinin 5. basamaginda tipe alinan  hiicre
stispansiyonundan 0.2 ml kondu.

Hazirlanan tiip 5-15 dk oda 1sinda beklemeye birakildi.

Siire sonunda tiip igerigi pipetlenerek karistirildi, bu siispansiyondan
pipetle bir damla alinarak Neubauer lami iizerine kondu.

Neubauer laminin ortasindaki 1 mm alandaki karelerde bulunan tiim
hiicreler sayildu.

Mavi boyanan cansiz hiicreler ile boyanmayan canli hiicreler ayr1 ayr

sayildu.

Not: Her bir karenin g¢evresinin orta hattinin sol ve en lst tarafina
dokunan hiicreler sayildi. Sag ve alt alanin cevresindeki hiicreler

sayllmadi.

Not: Eger hiicrelerin kiimeler halinde goriilmesi %10’dan fazla ise,

hiicrelerin yayildigindan emin oluncaya kadar tiim prosediir tekrarlandi.
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6. Neubauer lamimin her bir karesi 0.1mm’ ya da 10* cm’ toplam hacmi
gosterir. lem® ~Iml’ye esit oldugu icin, her ml’deki hiicre sayisi

asagidaki formiil ile hesaplandi: (36).

Her ml’de bulunan toplam hiicre: Ortalama her karedeki sayim X

diliisyon faktor X 10* (sayilan 10 karedeki).

Orn. Eger her karede sayilan hiicre sayisi ortalama 45 ise 45 X 5 X 10*
=2.25 X 10° hiicre/ml.

Toplam Hiicre : Her ml’de bulunan toplam hiicre X orjinal sivi hacimde

kalan hiicre.

Orn: 2.25 x 10° (hiicre/ml) x 10 ml (orjinal hacim) = 2.25 x 10’ toplam

hiicre

7. Hiicre canlili@i (%) = Toplam canli hiicreler (boyanmamis) / toplam

hiicreler (boyanmis ve boyanmamig) x 100

Not: Eger boyanmamis (canli) hiicrelerin her karedeki ortalama sayisi
37.5 ise, Toplam canli hiicre = [37.5X5X104] canli hiicre / ml x 10 ml

(orjinal voliim)=1 .875x10" diir.

Hiicre canliligi (%) = 1.875X107 (canl1 hiicre) / 2.25X10’ (toplam hiicre)

x 100= %83 oraninda canli hiicre var demektir.

Buna gore canli hiicrelerin sayisi1 belirlenip hiicre siispansiyonundan

istenen miktar kadar alindi.

3.2.1.5. Hiicrelerin Olciimler icin Hazirlanmasi

Hiicreler ol¢iimler icin flask icinde yeterli sayiya ulasdiklarinda (Sekil 3.1)
tripsinlenerek toplandi. Tripan Blue boyama yontemi yardimiyla Neubauer laminda
sayilarak, her bir 6l¢tiim icin gerekli sayida hiicre hazirlandi. Hiicreler santrifiij edildi.

MCEF-7 hiicre dizisinde madde verilmeyen (konrol grubu) ve resveratrol ve tannik asidin
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25, 50, 100 uM dozlarin1 uygulamak iizere, her grupta denenecek her ii¢ doz, ii¢ ayr
saat (24, 48 ve 72) icin 3’er adet olmak {iizere besiyerine ilave edildi. Bu islem
telomeraz aktivitesi icin kiiltiir flasklarina, apoptoz ve immunohistokimyasal boyama
i¢in ise 4 kuyucuklu chamber slaytlara uygulandi. Hiicreler tutunmalari i¢in 24 saat
bekletildi. 24 saat sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyeri, kiiltiir flasklarindan steril bir
kullanimlik pipet yardimiyla, 4 kuyucuklu chamber slaytlardan steril cam pastor pipet
yardimiyla uzaklastirildi. Madde verilmeyen hiicre gruplarina sadece taze besiyeri,
madde verilen gruplara ise, resveratrol ve tannik asit dozlarim iceren taze besiyerleri

verildi.

Madde verilen gruplarin besiyerlerinin her bir ml’sinde resveratrol ve tannik
asit dozlar1 25, 50, 100 uM olacak sekilde hazirlandi. Hiicreler, apoptoz ve immiino
boyama icin doz uygulamasiin 24., 48. ve 72. saatlerinde bulunduklar1 4 kuyucuklu
chamber slaytlara fikse edilerek boyandi. Telomeraz aktivitesi Ol¢iimii i¢in hiicreler
tripsinle kaldirildi, Tripan Blue boyama yontemi ile boyandi ve sayimlar1 Neubauer
laminda yapildi. Tesbit edilen her ii¢ zaman ve doz icin gerekli hiicre sayisinin her
hiicre siispansiyonunun 1 ml’sinde 200.000 hiicre icerecek sekilde sayimi yapildi,
PLUS

viallere aktarildi, sayimi yapilan hiicre gruplarinin telomeraz aktivitesi TeloTAGG

PCR ELISA kiti ile dl¢iildii.

Sekil 3.1. Flask tabanina tutunmus MCF-7 dizisinin goruntiisii (Filtreli)
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3.2.2. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP

nick end labeling) Yontemiyle Apoptoz Tayini

Apoptoz tayini i¢in; 4 kuyucuklu chamber slaytlara ekilen hiicrelerin 24 saat
etiivde inkiibe edilerek tutunmalar1 sagland. Inkiibasyon sonunda steril cam pastor pipet
yardimiyla besiyeri uzaklagtirildi. Ik kuyucuga kontrol grubu oldugu icin sadece taze
besiyeri, diger kuyucuklara sirasiyla 25, 50, 100 uM dozlarda resveratrol ve tannik asit
iceren 3’er ml besiyeri ilave edilerek 24 48 ve 72 saat 37 °C etiivde inkiibe edildi.
Apoptoz tayini icin; ornekler in situ DNA u¢ isaretleme yontemi kullanilarak boyandi.

Bu boyama islemi kit prosediiriine gore sirasiyla asagidaki gibi yapildi:

1. Hiicrelerin Sabitlenmesi: Hiicreler %1 paraformaldehit (pH 7.4) de 10 dk
fikse edildi.

2. Daha sonra hiicreler 5 dk boyunca 2 kez PBS ile yikandi.

3. Hiicreler -20 °C de Onceden sogutulmus etanol:asetik asit (2:1)
karisiminda 5 dk bekletildi.

4. Hiicreler tekrar 5 dk boyunca 2 kez PBS ile yikandi.

5. Endojen Peroksidazin Bastirilmasi : Hiicreler PBS ile hazirlanmis %3
H,0, ile 5 dk muamele edildi.

6. Hiicreler 10 dk boyunca 2 kez PBS ile yikand.

7. Dengeleme Tampon Cozeltisi : Hiicre preparatlarindaki fazla sivi

temizlenip preparatlar iyice kurulandiktan sonra, kit i¢erisinde hazir halde
bulunan tampon ¢ozelti (Equilibration Buffer), 75 ul / 5cm’ olacak sekilde
5 dk uygulandi.

8. TdT Enziminin Uygulanmas1 : Hiicre preparatlarindaki fazla sivi
temizlenip iyice kurulandiktan sonra 55 ul / 5cm’” olacak sekilde TdT
enzimi uygulandi. Preparatlar nemli bir ortamda 1 saat 37 °C’de inkiibe
edildi.

9. Durdurma/ Yikama : Preparatlar durdurma/yikama tamponu ile 10 dk
yikandi.

10. Preparatlar 3 dk boyunca 3 defa PBS ile yikandi.

40



11.

12.
13.

14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.

Anti-Digoksigenin-Peroksidaz : Hiicre preparatlan tizerindeki fazla sivi
temizlenip iyice kurulandiktan sonra, 65 pl / 5cm? olacak sekilde Anti-
Digoksigenin-Peroksidaz 30 dk uygulandi.

Hiicre preparatlar1 8 dk boyunca 2’ser dk olmak iizere 4’ er kez yikandi.
Renk Reaksiyonu : Hiicre preparatlan {izerindeki fazla sivi temizlenip
iyice kurulandiktan sonra DAB(diaminbenzidine) substrat solusyonu,
ornegi tamamen kaplayacak sekilde 10 dk uygulandi.

Orneklerin Yikanmasi : Hiicre preparatlar1 3 dk boyunca 1’er dk 3 kez
dH,0 da yikandi.

Hiicre preparatlar1 5 dk dH,O da yikanda.

Zit Boya Uygulamasi : Hiicre preparatlart %0,5 metil grende 10 dk
boyandi.

Hiicre preparatlar1 3 dk dH,O da yikanda.

Hiicre preparatlar1 3 dk boyunca 3 kez 100% N-BUTANOL da yikandi.
Hiicre preparatlar1 dH,O dan gegirildi.

Orneklerden suyu uzaklagtirmak icin; 6 dk boyunca 2’ser dk 3 kez
ksilolden gecirildi.

Hiicre preparatlart entellan ile kapatildi, Euromex marka inverted
mikroskop altinda incelenerek, mikroskoba bagli Nicon marka fotograf

makinasi ile goriintiilendi.

Uygulama esnasinda hazirlanmasi gerekli soliisyonlar :

%3 H,O, : 4 mlH;O,+ 36 ml PBS =40 ml

TdT Enzimi : 77 ul reaksiyon tamponu + 33 ul TdT Enzimi = 110 pl

DAB Substrat  : 147 ul DAB soliisyonu + 3 ul DAB Substrat1 = 150 pl

Durdurma/Yikama Tamponu :1 ml yikama soliisyonu + 34 ml disitile su = 35 pl
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3.2.2.1 Apoptotik indeks

Apoptotik indeksin tesbiti Euromex marka inverted mikroskopta 3 ayri
preparatta her bir preparat i¢in rastgele secilen 10 alanda apoptotik niikleuslar sayilarak

asagida verilen formiile gore yapildi (25).

Apoptotik Indeks (APOI) = (Apoptotik niikleus sayis1 / Toplam hiicre sayis1) X 100
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3.2.3.immunohistokimya Protokolii ile Bak proteinin belirlenmesi

Hiicreler bulunduklart 4 kuyucuklu chamber slaytlarda fiske edildi. Daha sonra
immunohistokimyasal boyama yOnteminin asamalar1 adim adim uygulandi. Bak i¢in
uygun primer antikorlar ile inkiibe edildi. En son olarak chamber slaytlar kapatildi ve

interved mikroskop altinda incelenerek cift kor olarak degerlendirildi.

Yapilan islemler sirasi ile;

1. Hiicreler istendiginde {iist kismi ayrilabilen immunohistokimyasal
boyama icin 0Ozel iiretilmis 4 kuyucuk chamber slaytlara ekildi.
Hiicrelerin flaska ekim islemi pasajlama agsamasinda anlatildigi gibi
gerceklestirildi.

2. Hiicreler 24 saat chamber slayt i¢inde bekletildikten sonra hiicrelere
verilecek maddeyi iceren besiyerleri verildi. 24, 48 ve 72 saat
bekletilen chamber slaytlarin i¢cindeki besiyerinin tamami steril cam
pastor pipet yardimi ile ¢ekildi.

3. Besiyeri alindiktan sonra, chamber slayt i¢ine hiicrelerin tizerini
kaplayacak miktarda (yaklasik 3 ml) fiksasyon soliisyonu pipetlendi
ve 1 dk sonra bu soliisyon ortamdan pipet yardimi ile uzaklastirildi.

4. Ogzel flaskin iist kismi ayrildi ve islemler bu asamadan sonra ,iizeri
hiicrelerle kapli olan lam iizerinde devam etti.

5. Hiicrelerin yogun oldugu boliimii kaplayacak kadar (1 damla) bloke
edici serum damlatilarak 5-10 dk inkiibe edildi.

6. Sonra hiicrelerin yogun oldugu bolimii kaplayacak kadar (1 damla)
primer antikor damlatilarak, bir gece oda 1s1sinda inkiibe edildi.

7. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildiktan birkag
dakika sonra tizerindeki PBS soliisyonu lam silinerek uzaklastirildi.

8. Alanin iizerini kaplayacak kadar biotin isaretli sekonder antikor
damlatilan preparatlar 10 dk inkiibe edildi.

9. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

tizerindeki PBS soliisyonu lam silinerek uzaklastirildi.
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10. Alanin iizerini kaplayacak kadar streptavidin-peroksidaz konjugati
damlatilarak 10 dk inkiibe edildi.

11. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin
tizerindeki PBS soliisyonu lam silinerek uzaklastirildi.

12. Alanin iizerini kaplayacak kadar substrat-kromojen soliisyonu (AEC)
damlatilarak 1-10 dk inkiibe edildi.

13. Mikroskopta gozlemleyerek, isaret alindiktan sonra distile suda
calkalandi.

14. Alanin {izerini kaplayacak kadar hematoksilen damlatilarak 2 dk
cesme suyunda 3 dk, PBS’de yaklasik 30 saniye bekletildi.

15. Distile suda calkalandi.

16. Preparat havada kurutulduktan sonra mounting soliisyonu ile
kapatildu.

17. Preparatlar Euromex marka inverted mikroskop altinda incelenerek,
mikroskoba  bagli Nicon marka fotograf makinas1 ile

laboratuvarimizda goriintiilendi.

Boyama islemi sirasinda kullanilan soliisyonlarin  hazirlamsi  ve

inkiibasyon isleminin teknigi asagida bildirilmistir.

Fiksasyon Soliisyonu : 1:1 oraninda Aseton:Metanol karigimi hazirlandi,

kullanilincaya kadar +4 °C’de sakland.

Fosfat Buffer ( PBS ) Soliisyonu : 7.20 g NaCl, 1.48 g Na,HPO,, 0.43 g NaH,PO,

tartildiktan sonra, 0.5 ml tween20 eklenerek ditile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Primer Antikor : Bak boyanmasi i¢in uygun Bak Ab-2 primer antikor kullanildi.

Substrat-kromojen Soliisyonu : Kitin i¢cinde bulunan AEC kromojeni konjugatindan

20 pl ile AEC substratindan 1 ml alinarak hazirland1 ve hemen kullanildi.

Inkiibasyon : Tiim boyama islemi 37°C’ye ayarlanmis su banyosu iizerinde

gerceklestirildi.
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3.2.3.1 immiinohistokimyasal indeks :

Immiinohistokimyasal indeks tesbiti Euromex marka inverted mikroskopta
3 ayn preparatta her bir preparat i¢in rastgele secilen 10 ayr alanda boyanan hiicreler

sayilarak asagida verilen formiile gére yapildi.(46)

Immiinohistokimyasal indeks = ( Boyanan hiicre sayis1/ Toplam hiicre sayis1 ) X 100

3.2.4. TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) Yontemi ile

Telomeraz Aktivitesinin Ortaya Cikarilmasi ve ELISA ile

Aktivitenin Belirlenmesi

Orneklerde telomeraz aktivitesi, PCR ve ELISA teknikleri kullanilarak
birka¢ asamada tayin edildi. Bu amagla TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA" LUS
(Roche) kiti kullanildi.
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3.2.4.1. Kit icerigi

Kit icerigi ve kullanim amaci Tablo 3.1’de verildigi gibidir.

Tablo 3.1: TRAP kit igerigi ve kullanim amac1

Soliisyon

Soliisyonun icerigi ve kullanim amaci

1-Lizis soliisyonu

¢ 11 ml kullanima hazir soliisyon.
e Doku ve hiicre kiultiiriinden hiicre ekstraktlarinin

hazirlanmasi i¢in kullanilir.

2-Reaksiyon karisimi,

e 2 x 900 pl kullanima hazir soliisyon, 2X
soliisyon.

e Telomeraz substrati olan biotinle isaretlenmis
P1-TS primerini, optimize edilmis baglayic1 P2
primerini, niikleotidleri ve Taq polimerazi igerir.

e Telomeraz  aracilhikli uzama ve  PCR

amplifikasyonu i¢in kullanilir.

3-Internal standart [IS]

e 350 pl kullanima hazir soliisyon.

e 216 bp’lik bir internal standart [IS] DNA, 0.001
amol/pl igerir.

¢ internal amplifikasyon standart1 olarak kullanilir.

e Amplifikasyon siirecinin inhibitorlerini ortaya

cikarir.

4-Kontrol kalip (template), ¢

diisiik

e 35 ul, 0.001 amol/ul kullanima hazir soliisyon
8 telomerik tekrarli [TS8] bir telomeraz iiriinii ile
aynt diziye sahip pozitif kontrol kalip DNA

igerir.




5-Kontrol kalip (template),
yiiksek

35 ul, 0.1 amol/ul kullanima hazir soliisyon.
8 telomerik tekrarli [TS8] bir telomeraz iiriinii ile
aym diziye sahip pozitif kontrol kalip DNA

icerir.

6-Nikleazsiz su

2 x 1.1 ml iki kere distile edilmis, niikleazsiz su

icerir.

7-Denatiirasyon soliisyonu

1.2 ml kullanima hazir soliisyon.
9%0.5’den daha az sodyum hidroksid icerir.
Amplifikasyon iiriinlerini denatiire etmek icin

kullanilir.

8-Hibridizasyon soliisyonu

7 ml kullanima hazir soliisyon.

Telomerik tekrar dizilerine komplementer olan
DIG (digoksigenin) ile isaretlenmis bir prob
icerir

Telomeraz aracilikli amplifikasyon {iriinlerinin

spesifik tayini icin kullanilir.

9-Hibridizasyon soliisyonu

3.5 ml kullanima hazir soliisyon.

Internal standarda komplementer olan DIG
(digoksigenin) ile isaretlenmis bir prob igerir.
IS’li amplifikasyon iiriinlerinin spesifik tayini

i¢in kullanilir.

10-Yikama soliisyonu

50 ml 10X konsantrasyonludur.




11-Anti-DIG-HRP soliisyonu

(Anti-Digoksigenin-

Horseradish Peroksidaz)

120 mU poliklonal koyun antikoru olup,
liyofilize edilerek, stabil hale getirilmistir.

Konjugat soliisyonunu hazirlamak icin kullanilir.

12-Konjugat diliisyon

sollisyonu

12 ml kullanima hazir soliisyon.
Konjugat calisma soliisyonunu hazirlamak icin

kullanilir.

13-TMB substrat soliisyonu

12 ml kullanima hazir soliisyon

3,3’,5,5’-tetrametil benzidin igerir.

14-Stop soliisyonu

12 ml kullanima hazir soliisyon.

%35’ den daha az siilfirik asit igerir.

Mikrotiter plate e | plate 12x8 gozliidiir, kullanima hazirdir.
¢ Onceden streptavidin ile kaplanmustir.
® 3 adet.
Yapisict band o inkiibasyon esnasinda MTP  gozlerindeki

buharlagsmay1 engellemek i¢in kullanilir.




3.2.4.2. Hiicre Ekstraktimmn Hazirlanmasi

Tiim iglemler buz iizerinde yapildi.

1. Her 6rnekten alman 2 x 10° hiicre eppendorf tiipiine kondu.

2. Hiicreler 3000 x g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Dipte kalan pelet tizerine 200 pl
PBS (fosfat buffer) ilave edildi.

4. 3000 x g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

6. Pelet iizerine 200 pl lizis soliisyonu (soliisyon 1) ilave edildi. En az 3
kez buz iizerinde pipetleme yapildi. Sonra buz iizerinde 30 dk. inkiibe
edildi.

7. 16000 x g’de 4°C’de 20 dk santrifiij edildi.

8. Hiicre ekstraktinin hemen {iizerindeki siipernatantin 175 pl’si yeni bir

tiipe dikkatlice aktarilda.

3.2.4.3. Negatif Kontroliin Hazirlanmasi

1. 5 pl hiicre ekstrakti alindi.
2. Uzerine 10 ul DNaz’s1iz RNaz ilave edildi. Bu karisim 20 dk. 37 °C’de
inkiibe edildi.

3.2.4.4. Pozitif Kontroliin Hazirlanmasi

1. Pozitif kontrol olarak, kitte verilen kullanima hazir soliisyon 5 kullanildi

(Soliisyon 4 de kullanilabilir ).
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3.2.4.5. TRAP (Telomerik Tekrar1 Cogaltma Yontemi=Telomeric

Repeat Amplification Protocol) Yontemi

Tiim iglemler buz {izerinde yapildi.
1. Normal Ornek Tiipiiniin Hazirlanmas:

e  Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karisimi (soliisyon 2) ve 5 pl
internal standart (soliisyon 3) kondu.
e Hazirlanan bu karigima 3 pl 6rnek ilave edildi.

e 17 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
2. Negatif Kontrol Tiipiiniin Hazirlanmas:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) ve 5 pl
internal standart (soliisyon 3) kondu.

¢ Hazirlanan bu karisima 2 pl DNaz’siz RNaz ile muamele edilmis
ornek) ilave edildi.

e 18 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
3. Pozitif Kontrol Ornek Tiipiiniin Hazirlanmast:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) ve 5 ul
internal standart (soliisyon 3) kondu.
¢ Hazirlanan bu karisima 1 pl kontrol kalip (soliisyon 5) ilave edildi.

e 19 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
4.Lizis Soliisyonlu Tiipiin Hazirlanmasi:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) ve 5 pl
internal standart (soliisyon 3) kondu.
® Hazirlanan bu karisima 1 pl lizis soliisyonu (soliisyon 1) ilave edildi.

e 19 pl niikkleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
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Yukarida hazirlanan PCR tiiplerinin hepsi thermal cyclera yerlestirilerek,

Tablo 3.2’deki programa gore amplifikasyon iiriinii (PCR {iriinii) elde edildi.

Tablo 3.2 : TRAP amplifikasyon iiriinii elde etme program

Adim Zaman Sicaklik (+) | Devir
sayisl

1. Primer uzamasi 30 dk. 25°C

2. Telomeraz 5 dk. 94°C
inaktivasyonu

3. Amplifikasyon 30
Denatiirasyon 30s 94°C
Annealing 30s 50°C
Polimerizasyon 90s 72°C

4. Son Uzatma 10 dk. 72°C

5. Bekletme 4°C
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3.2.4.6. PCR’1n Kontrolii

3.2.4.6.1. Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi icin Gerekli Soliisyonlar

10x Tris-Borat Tamponu (TBE)

50 g borik asit

108 g tris bazi

40 ml 0.5M EDTA (pH 8) (181.8 g Na,EDTA.2H,0 + 20 g NaOH + 800ml
distile su olarak hazirlandiginda pH 8 oluyor).

Distile su ile 1000ml’ye tamamlandi, manyetik karistiricida karistirildi.
% 30 Poliakrilamid Jel

10 ml Acrilamid/Bisacrilamid 29:1

12.35 ml distile su

2.5 ml 10x TBE

175 wl %25 Amonyum persiilfat

8.5 ul TEMED

Meziir icesine kondu.

3.2.4.6.2. Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemi

1. %30 poliakrilamid jel ¢ozeltisi dikey jel elektroforez diizenegine

dokiilerek 12 disli tarak yerlestirildi.

2. Jel donduktan sonra kurulan diizenek, icerisinde 1x TBE tamponu

bulunan dikey elektroforez tankina yerlestirildi.
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3. 10 pl PCR iiriinii ve 2 pl loading buffer karistinlarak kuyucuklara
yiiklendi (1 kuyucuga 12 pl marker yiiklendi).

4. Yiikleme isleminden sonra elektrotlar yerlestirilerek 120V’da 4 saat

yiiriitiildi.

5. Elektroforez islemi bitince giimiis boyama ile bantlar goriiniir hale

getirildi.

3.2.4.6.3. Giimiis Bovama Yonteminde Kullamlan Soliisyonlar

%10 etanol ¢ozeltisi

% 5 Asetik asit ¢cozeltisi
% 0.1 AgNO; ¢ozeltisi
9%1.5 NaOH ¢ozeltisi
150 pl stok formaldehit
% 0.75 Na,COs

3.2.4.6.4. Giimiis Boyama Yontemi

Elektroforez isleminin sonunda poliakrilamid jel asagida bildirilen soliisyon

serilerinden gegirilerek boyandi.

%10 etanol + %5 asetik asit (v/v) 6 dk

% 0.1 AgNO3 15 dk

% 1.5 NaOH 30 dk

% 1.5 NaOH + formaldehit Bantlar olusuncaya kadar bekletildi.
% 0.75 Na,COs Soliisyonunda yikama islemi yapildi.
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PCR iiriinleri laboratuvarimizda Nicon marka dijital fotograf makinasi ile

goriintiilendi.

3.2.4.7. Hibridizasyon ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) Yontemi

1. Pozitif kontrol i¢in 3 adet denatiirasyon tiipii hazirlandi. Bu tiipler:
¢ IS- pozitif kontrol
¢ Normal- pozitif kontrol
¢ Lizis soliisyonu-pozitif kontrol olarak etiketlendi.
2. Her bir 6rnek i¢in 3 denatiirasyon tiipii hazirlandi. Bu tiipler:
¢ IS-Ornek
¢ Normal-0rnek
¢ Negatif kontrol-ornek olarak etiketlendi.

3. Her tiipe oOncelikle 10 pl denatiirasyon soliisyonu (soliisyon 7) ilave

edildi.
4. Hazirlanan denatiirasyon tiiplerine sirasiyla;

¢ IS’li pozitif kontrol icin, hazirlanan denatiirasyon tiipiine pozitif

kontroliin amplifikasyon iirliniinden 2.5 pl kondu.

¢ Normal pozitif kontrol i¢in, hazirlanan denatiirasyon tiipiine pozitif

kontroliin amplifikasyon iiriiniinden 2.5 pl kondu.

¢ Lizis soliisyonu i¢in, hazirlanan denatiirasyon tiipiine lizis soliisyon

amplifikasyon iiriiniinden 2.5 pl kondu.

¢ IS’li Ornek icin, hazirlanan denatiirasyon tiipiine Ornegin

amplifikasyon iiriiniinden 2.5 pl kondu.
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¢ Ommek icin, hazirlanan denatiirasyon tiipiine 6rnegin amplifikasyon

iriiniinden 2.5 pl kondu.

¢ Negatif kontrol i¢in, hazirlanan denatiirasyon tiipline negatif kontrol

amplifikasyon iiriiniinden 2.5 pl kondu.

. Tiim tiipler oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

Hazirlanan tiiplerden, normal-pozitif kontrol, lizis soliisyonu-pozitif
kontrol, normal-6rnek ve negatif kontrol-ornek tiiplerine 100 pul
hibridizasyon soliisyonu T (soliisyon 8), IS-6rnek ve IS-pozitif kontrol

tiiplerine ise 100 pl hibridizasyon soliisyonu IS (soliisyon 9) ilave edildi.

. Tipler kisa siireli olarak vortekslendi.

. Tiiplerdeki karisimlardan MTP’nin goézlerine tek tek 100 pl kondu ve

buharlagsmay1 onlemek i¢in kendi yapisici bandi ile gozler kapatildi.

MTP 37 °C “de shakerda 300 rpm’de 2 saat inkiibe edildi.

.MTP’deki soliisyonlarin tamami dokiilerek uzaklastirildi, ters sekilde

kurutma kagidina kuvvetlice vurularak iyice kurumasi saglandi.

Her bir goze 250 pl yikama soliisyonu 1X (soliisyon 10 ) ilave edildi ve

en az 30 sn sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 3 kez yapildi.

Her bir goze 100 pl Ant1i-DIG- HRP calisma soliisyonu (soliisyon 11)

ilave edildi.

MTP gozleri kendi yapisici bandi ile ortiildii. Oda sicakliginda 300
rpm’de 30 dk. shakerda inkiibe edildi.

MTP gozlerindeki soliisyonun tamami uzaklastirildi.

Her bir goze 250 pl yikama soliisyonu 1X (soliisyon 10 ) ilave edildi
ve en az 30 sn sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 5 kez

tekrarlandi.
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16. Her bir gbze 100 ul TMB substrat soliisyonu (soliisyon 13) ilave edildi.

17. MTP gozleri kendi yapisici bandi ile ortiildii ve renk gelisimi icin oda
sicakliginda 300 rpm’de 10-20 dk. shakerda inkiibe edildi.

18. Substrat atilmaksizin renk gelisimini durdurmak i¢in her bir goze 100 ul

stop soliisyonu (soliisyon14 ) ilave edildi.

19. Stop soliisyonu ilave edilince HRP- substrat etkilesimi ile maviden

sartya dogru bir renk degisimi goriildii.

20. Bir mikrotiter plate okuyucu kullanarak, stop soliisyonunun
(soliisyon 14) ilavesinden sonra 30 dk. icinde 450, ’de (650, referans

dalga boyunda) absorbans degeri her 6rnek i¢in okundu.

3.2.4.8. Hesaplama

Orneklerin telomeraz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
(A Asol A
RTA = x100
(ATss - Atss0)/ Atss s

A = C)megin Absorbansi

A;, = Negatif Kontroliin Absorbansi

Asis = Internal Standartlh Ornegin Absorbansi
Atss = Kontrol Kalibin Absorbansi

Arsso = Lizis Soliisyonunun Absorbansi

Arsgis = Internal Standartli Kontrol Kalibin Absorbansi
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3.2.5. istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar, ikili karsilastirmalar icin student-t testi, ikiden fazla
karsilagtirmalar i¢in tek yoOnlii varyans (Oneway ANOVA) analizi uygulanarak
karsilagtirildi. Coklu karsilastirmalar, Holm-Sidak coklu karsilagtirma metodu ile

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, MCF-7 hiicre dizisinden olusturulan gruplarda, resveratrol ve
tannik asidin ii¢ ayr1 dozunun, belirlenen her {i¢ zaman icin, apoptotik indekse, Bak
protein yiizdesine ve telomeraz enzim aktivitesine olan etkileri arastirilarak ¢alisma

sonucunda elde edilen bulgular sirasiyla belirtildi.

MCEF-7 hiicrelerinin boyanmamig goriintiileri Sekil.4.1’de gosterilmistir.

A B

Sekil 4.1. MCF-7 hiicrelerinin boyanmamis goriintiisii (A-Filtresiz, B-Filtreli)
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4.1. Apoptoz ile ilgili bulgular

Calismamizda, MCF-7 hiicre dizisinde apoptoza ugrayan hiicreler

immunohistokimyasal boyamayla belirlendi. Boyama sonrasinda hiicreler goriintiilendi
(Sekil 4.2.).

-C- -D-

Sekil 4.2.  MCF-7 hiicre dizisinde apoptotik hiicre goriintiileri. 24. saat kontrol grubu (A) 24. saat
50uM resveratrol grubu (B) 24. saat kontrol grubu (C) 24. saat 100uM tannik asit grubu
(D).

Resveratrol ve tannik asidin degisik dozlarinin MCF-7 hiicre dizisinde,

apoptotik indekse olan etkileri Tablo 4.1. ve Sekil 4.3.’te goriilmektedir.
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Tablo 4.1 MCF-T7 hiicre dizisine ait gruplarin doz ve zamana gore apoptotik indeksleri

Gruplar ve Dozlar Apoptotik indeks
Gruplar Doz(uM) 24. saatte 48.saatte 72.saatte Saatlere Gore Istatistik
Kontrol Grubu (K) 0 4,210 £0,583 3,057 £0,295 | 2,708 + 0,081 K(24-48) n.s K(24-72) n.s K(48-72) n.s
25 4,376 £0,391 3,726 £0,217 | 2,642 +£0,119 Ry5(24-48)n.s Ry5(24-72)* R»5(48-72) n.s
Resveratrol (R) 50 5,567 +0,172 4,156 £0,192 | 3,210+0,138 Rso(24-48)** Rso(24-72) %% Rs(48-72) *
100 6,109 +0,342 5,022 £0,199 | 3,791 £0,160 Ryp0(24-48)n.s Ryg0(24-72)%** Rygo (48-72) *
Tannik Asit (T) 25 4,040 £ 0,346 3,850 £0,278 | 4,255 +0,330 T»5(24-48)n.s Tos (24-72)n.s Tos (48-72)n.s
50 6,778 +£0,300 4,949 £0,077 | 5,032 +£0,302 Ts5(24-48)** Ts50(24-72) ** T50(48-72) n.s
100 7,905 +0,578 4,992 0,510 | 4,521 £0,286 T 00(24-48) * Thoo (24-72)%* T100(48-72)n.s
K-Rys n.s K-Rys n.s K-Rys n.s
K-Rs) n.s K-Rs) n.s K-Ry n.s Maddelere Gore istatistik
K-Rjgon.s K-Rygp ** K-Rygo **
R,s5.R5o n.s R,5.R5o n.s R,5.R5y n.s 24.saat Rys. Trs n.s
Dozlara Gore Istatistik Rys. Rygo 1.5 Rys. Ryiog ™ Ros. Riog™ 24 saat Ry Ty *
Rs0. Rigo n.s Rs0. Rjgo 1.8 Rso. Rjgp 1.8 24.saat Rygy.Tigo n.S
K-T,s n.s, K-T,s5 n.s K-Tys * 48.saat Rys. Tps n.s
K-Tsy * K-Tso * K-Tso ** 48.saat Ry Tso *
K-Tgp ** K-Tpo * K-Tygp ** 48.saat Rygo.Tjgo n.s
Tos. Tso * Tys. Tso n.s Tos. Tso n.s 72.saat Rys. Tps*
Tos. Ty ** Tys. Tigp n.s Tys. Tigg n.8 72.saat Rso Tso **
Tso. Tigo n.S Tso. Tigo .S Tso. Tigo Nn.8 72.saat Rjgo.Tigp n.8

n.s. : dnemli bir fark yok, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. (Ort.+ sh.: Ortalamalar n=3 olarak (3 preparatta 30’ar alan sayilarak) hesaplanmustir.)



100 uM resveratrol, 48. ve 72. saatlerde apoptotik indeksi kontrole gore,
istatistiksel olarak 6nemli derecede artirdi (p<0,01). Diger doz ve saatlerde ise kontrol

grubuna gore bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil.4.3).

MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.3. MCF-7 hiicre dizisine 25, 50 ve 100 uM resveratroliin 24., 48. ve 72. saatlerde kontrol
grubuna gore apoptotik indeksleri.

Resveratroliin her iic dozu saatlere gore kendi aralarinda karsilastirildiginda,
Tablo 4.1. ve Sekil 4.4.’de goriildiigii tizere, apoptotik indeksi, 100 uM resveratrol 25
UM resveratrole gore 48. saatte istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) (Sekil 4.4. B), 72.
saatte ise Oonemli derecede artirdigi (p<0,01) (Sekil 4.4. C) goriildii. Diger saatlerde
dozlar arasinda bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.4. A,B,C).

24, saat MCF-7 hiicre dizisi

48. saat MCF-7 hiicre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratroliin 24. (A), 48. (B) ve 72 (C)
saatlerdeki apoptotik indeksleri.

Sonug olarak, 100 uM resveratroliin kontrole gore, istatistiksel olarak

48. ve 72. saatte aym onemde ve digerlerinden daha fazla etkili oldugu, 48. saatte
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ise 72. saate gore apoptozun daha fazla uyarildigi1 gozlendi. Resveratrol dozlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda da istatistiksel olarak en etkili dozun 72.

saatte 25 uM gore 100 pM oldugu tesbit edildi.

Tannik asidin apoptotik indekse etkisi Tablo.4.1. ve Sekil.4.5.’te
goriilmektedir. Apoptotik indeksi kontrol grubuna gore, 50 uM tannik asit 24. ve 48.
saatlerde anlamli (p<0,05), 72. saatte 6nemli (p<0,01), 100 uM tannik asit 48.saatte
anlamh (p<0,05), 24. ve 72. saatlerde de dnemli derecede (p<0,01) artird1. Diger doz ve
saatlerde ise kontrol grubuna gore bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil.4.5).

MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.5. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24., 48. ve 72. saatlerde kontrol
grubuna gore apoptotik indeksleri.

Tannik asitin her iic dozu saatlere gore kendi aralarinda karsilastirldiginda,
Tablo 4.1. ve Sekil 4.6.’da goriildiigii gibi, apoptotik indeksi, 50 uM tannik asit 25 uM
tannik aside gore 24. saatte istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) (Sekil 4.5. A), 100 uM
tannik asit, yine 24. saatte 25 uM tannik aside gore onemli derecede artirdi (p<0,01)

(Sekil 4.5. A). Diger saatlerde dozlar arasinda bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil
4.5. A,B,C).
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24, saat MCF-7 hiicre dizisi 72. saat MCF-7 hilcre dizisi

48, saat MCF-7 hicre dizisi
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Sekil 4.6. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve 72. (C) saatlerdeki

apoptotik indeksleri.

Sonug olarak, kontrole gore, S0 uM ve 100 uM tannik asidin 72. saatte,
100 pM tannik asidin 24. saatte istatistiksel olarak aym onemde ve digerlerinden
daha fazla etkili oldugu, bunlar arasinda da 100 puM tannik asidin 24. saatte
apoptozu daha fazla uyardi@i gozlendi. Tannik asit dozlar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak en etkili dozun 24. saatte 25 uM gore 100
uM oldugu tesbit edildi.

Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gore apoptotik indekse olan
etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen degerler Tablo 4.1. ve Sekil

4.7.’de goriilmektedir.

Elde edilen bu degerlere gore, 25 uM resveratrole gore, 25 uM tannik asit
72. saatte, SOuM resveratrole gore 50 uM tannik asit, hem 24. hem de 48. saatte,
apoptotik indeksi istatistiksel olarak anlamli derecede artirdi (p<0,05) (Sekil 4.7.
A,B,C). 50uM resveratrole gore 50 uM tannik asit, 72. saatte apoptotik indeksi
istatistiksel olarak 6nemli derecede artirdi (p<0,01) (Sekil 4.7.C). Digerlerinde ise
istatistiksel olarak bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.7. A,B,C).

Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gore apoptotik indekse olan
etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda, istatistiksel olarak 72. saatte
100 pM tanik asidin, 100 uM resveratrole gore en etkili doz oldugu, tiim doz
karsilasilastirmalar: genel olarak incelendiginde de tannik asidin apoptozu daha

fazla etkiledigi tesbit edildi.
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24. saat MCF-7 hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hiicre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi

Apoptotik indeks
Apoptotik Indeks
Apoptotik indeks

25 M 50 pM 100 pM 25uM 50uM 100pM

CResveratrol @ Tannik asit O Resveratrol B Tannik asit

Sekil 4.7. MCEF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve
72. (C) saatlerdeki apoptotik indeksleri.

Her iki maddenin dozlarimin ayr1 ayri kendi iclerinde saatlere gore
karsilastirilmasiyla elde edilen apoptotik indeks degerleri Tablo.4.1. ve Sekil 4.8.-
4.9.°da goriildiigii gibidir.

Resveratrol dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerde apoptotik indekse olan
etkilerine bakildiginda, apoptotik indeksi istatistiksel olarak, 25 uM resveratroliin, 72.
saate gore 24. saatte, 50 ve 100 uM resveratroliin 72. saate gore 48.saatte anlamli
(p<0,05), 50 uM resveratroliin 48. saate gore 24. saatte, 100 uM resveratroliin 72. saate
gore 24. saatte 6nemli (p<0,01), 50 uM resveratroliin 72. saate gore 24.saatte ileri
derecede anlamli (p<0,001) sekilde artirdigi, diger dozlarinin ise saatler arasinda bir

farklilik gostermedigi (p>0,05) tesbit edildi (Sekil 4.8. A,B,C).

25 M Resveratrol 50 M Resveratrol 100 pM Resveratrol

Apoptotik indeks
Apoptotik indeks
Apoptotik Indeks
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Sekil 4.8. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol 24. (A), 48. (B) ve 72. (C)
saatlerdeki apoptotik indeksleri.
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Sonug olarak, istatistiksel olarak 50 uM resveratrol 72. saate gore 24.
saatte en etkili resveratrol dozu olarak belirlendi, genel olarak incelendiginde,
resveratroliin her 3 dozunun 24. saatte diger saatlere gore apoptozu en fazla

uyardig: ortaya kondu.

Tannik asit dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerde apoptotik indekse olan
etkilerine bakildiginda, apoptotik indeksi, istatistiksel olarak, 100 uM tannik asidin 48.
saate gore 24. saatte anlaml (p<0,05), 50 uM tannik asidin 48. ve 72.saatlere gore 24.
saatte ve 100 uM tannik asidin 72. saate gore 24. saatte Onemli derecede artirdigi
(p<0,01), diger dozlarmin ise saatler arasinda bir farklilik gostermedigi (p>0,05) tesbit
edildi (Sekil 4.9.A,B,C).

25 pM Tannik asit 50 uM Tannik asit 100 uM Tannik asit

Apoptotik indeks

Apoptotik Indeks
Apoptotik indeks
e—

I

24. saat 48.saat T72.saat 24. saat 48.saat 72.saat
24, saat 48.saat T2.saat _
(@100 M Tannik asit]

Sekil 4.9. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve 72. (C)
saatlerdeki apoptotik indeksleri.

Sonug olarak, istatistiksel olarak 50 uM tannik asit 48. ve 72. saate gore
24, saatte, 100 uM tannik asit 72. saate gore 24. saatte, en etkili tannik asit dozlari
olarak belirlendi, genel olarak incelendiginde, tannik asidin her 3 dozunun 48. ve

72. saate gore 24. saatte apoptozu en fazla uyardig1 ortaya kondu.
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MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50, 100 uM resveratrol ve tannik asit dozlarinin
24., 48. ve 72. saatlerdeki apoptotik indekse etkileri kontrol gruplarnyla birlikte
Sekil.4.10.’da goriildiigi gibidir.

MCF-7 Hiicre Dizisinde Apoptotik indeks

Apoptotik indeks
o

MCF-7 24.saat MCF-7 48.saat MCF-7 72.saat MCF-7 24.saat MCF-7 48.saat MCF-7 72.saat
Resveratrol Resveratrol Resveratrol Tannik Asit Tannik Asit Tannik Asit

[@0uM B25uM E50uM @ 100uM |

Sekil 4.10. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asidin 24., 48. ve 72.
saatlerdeki apoptotik indeksleri.
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4.2. Bak ile ilgili bulgular

Calismamizda, MCF-7 hiicre dizisinde Bak proteini immunohistokimyasal

boyamayla belirlendi. Boyama sonrasinda hiicreler goriintiilendi (Sekil 4.11).

-C- -D-

Sekil 4.11. MCF-7 hiicre dizisinde Bak proteinin immunohistokimyasal olarak belirlenen
goriintiileri. 72. saat kontrol grubu (A) 72. saat 100 uM resveratrol grubu (B) 72. saat
kontrolgrubu (C) 72. saat 100 uM tannik asit grubu (D).

Resveratrol ve tannik asidin degisik dozlarinin MCF-7 hiicre dizisinde, % Bak

oranina olan etkileri Tablo 4.2. ve Sekil 4.12.’te goriilmektedir.
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Tablo 4.2. MCF-7 hiicre dizisine ait gruplarin doz ve zamana gore % Bak oranlari

Gruplar ve Dozlar % Bak Orani
Gruplar Doz(uM) 24. saatte 48.saatte 72.saatte Saatlere Gore Istatistik
Kontrol Grubu (K) 0 54,012 £ 0,503 52,984 £ 0,551 56,580 + 2,248 K(24-48)n.s K(24-72) n.s K(48-72) n.s
25 43,366 + 4,706 58,231 +£1,648 71,350 + 4,065 R»5(24-48)n.s Ry5(24-72)** Ry5(48-72) n.s
Resveratrol (R) 50 51,468 +4,076 61,629 +2,105 80,452 £ 3,268 R50(24-48) n.s Rs50(24-72) ** R50(48-72) *
100 63,798 + 3,309 75,909 + 3,130 87,917 £ 1,667 Ry00(24-48)n.s Ryoo(24-72)** R;00(48-72) n.s
25 60,376 +2,993 67,714 £3,704 62,414 £0,770 T,5(24-48) n.s T,5(24-72)n.s T,5(48-72)n.s
Tannik Asit (T)
50 61,511 £0,673 68,797 £2,524 68,913 £ 1,079 Ts0(24-48) * Ts50(24-72) n.s Ts50(48-72)n.s
100 74,084 £ 0,615 76,962 + 1,670 74,922 + 0,688 T100(24-48)n.s T100(24-72) n.s Tigo (48-72) n.s
K-Ry5 n.s K-Rys n.s K-Rys *
K-Rsp n.s K-Rsp n.s K-Rsp ** Maddelere Gore istatistik
K-Rjo n.s K-Rygg *#* K-Rygg *¥**
Rys.R5p n.s Ry5.Rso n.s Rys5.R5y s 24.saat Rys. Tps *
Dozlara Gore istatistik Ros Rioo * Ros Riop ™ Ras Ry 24.5aat Ry Tso s
Rs0. Ry n.s Rso. Ry ** Rs. Rygp nus 24.saat Rypo. T n.8
K-Ty5 n.s, K-T,s * K-Tps n.s 48.saat Rys. Tr5 n.s
K-Tso n.s K-Tso * K-Tso ** 48.saat Rsy. Tso n.s
K-Tygo *** K-Tjgo ** K-Tgo #** 48.saat Rypo.Tio9 n.s
T,s. Tsp n.s Tys. Tsy n.s Tos. Tsy n.s 72.saat Rys. Tps n.s
Tas. Tioo ** Tss. Tio 1.8 Tas. Tioo ** T2.saat Rsp. Tso*
Tso. Tioo ** Tso. Tipo 1.8 Tso. Tio 1.8 72.saat Rygp.Top **

n.s. : onemli bir fark yok, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. (Ort.% sh.: Ortalamalar n=3 olarak (3 preparatta 30’ar alan sayilarak) hesaplanmigtir.)



% Bak oranini, kontrole gore, resveratroliin 100 uM dozu 48. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak ileri derecede anlamhi (p<0,001), 50 uM dozu 72. saatte 6nemli
(p<0,01) ve 25 uM dozu 72. saatte anlamli (p<0,05) olarak artirdi. Diger doz ve
saatlerde ise kontrol grubuna gore bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.12).

MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.12. MCEF-7 hiicre dizisine 25, 50 ve 100 uM resveratrolin 24., 48. ve 72. saatlerde kontrol
grubuna gore % Bak oranlar1.

Resveratroliin her ti¢ dozu saatlere gore kendi aralarinda karsilastirildiginda,
Tablo.4.2. ve Sekil 4.13.’de goriildiigii gibi % Bak oranimi, istatistiksel olarak
resveratroliin 100 uM dozu 25 uM doza gore 24. saatte anlamh (p<0,05) (Sekil 4.13.A),
100 uM dozu 25 ve 50 uM dozlara gore 48. saatte onemli (p<0,01) (Sekil 4.13.B) ve
100 uM dozu 25 uM doza gore 72. saatte anlamh (p<0,05) sekilde artirdig1 goriildii
(Sekil 4.13.C). Diger saatlerde dozlar arasinda bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil
4.13. A,B,C)

Sonug olarak, istatistiksel olarak 100 uM resveratroliin kontrole gore,
48. ve 72. saatlerde Bak oranina etkisinin aym 6nemde ve digerlerinden daha fazla
oldugu, 48. saatte 72. saate gore % Bak oranmin daha fazla oldugu gozlendi.
Resveratrol dozlar1 kendi aralarinda karsilastirlldiginda da istatistiksel olarak, %
Bak oranina en etkili dozun 48. saatte 25 ve 50 uM gore 100 M doz oldugu tesbit
edildi.
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24. saat MCF-7 hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hiicre dizisi o
72, saat MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.13. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratroliin 24.(A), 48. (B) ve 72. (C)
saatlerdeki % Bak oranlari.

Tannik asidin etkisi Tablo 4.2. ve Sekil 4.14.’te goriilmektedir. % Bak oranini,
istatistiksel olarak, kontrol grubuna gore, tannik asidin 100 pM dozu 24. ve 72.
saatlerde ileri derecede anlamli (p<0,001), 50 vel00 uM dozlar1 72. saatte Snemli
(p<0,01), 25 ve 50 uM dozlan 48.saatte anlamlh (p<0,05) olarak artirdi. Diger doz ve
saatlerde ise kontrol grubuna gore bir farklilik goriilmedi (p>0,05) ( Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. MCEF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24., 48. ve 72. saatlerde
kontrol grubuna goére % Bak orani
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Tannik asitin her ii¢ dozu saatlere gore kendi aralarinda karsilastirildiginda,
Tablo 4.2. ve Sekil 4.15.’de goriildiigii gibi, % Bak oranini, istatistiksel olarak, tannik
asidin 100 uM dozu 25 ve 50 uM dozlara gore 24. saatte, 100 uM dozu 25 uM tannik
aside gore 72. saatte 6nemli (p<0,01) (Sekil 4.15.A,C) derecede artird1. Diger saatlerde
dozlar arasinda bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.15.A,B,C).

24. saat MCF-7 hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hilcre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.15. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve 72. (C)
saatlerdeki % Bak oram

Sonug¢ olarak, kontrole gore, Bak orammm artirmada, 100 pM tannik
asidin 24. ve 72. saatlerde ayn1 onemde ve digerlerinden daha fazla etkili oldugu,
72. saatte ise 24. saate gore bu oram daha fazla artirdig1 gozlendi. Tannik asit
dozlar: kendi aralarinda karsilastirildiginda da istatistiksel olarak en etkili dozun

24. ve 72. saatlerde 100 uM oldugu tesbit edildi.

Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gére % Bak oranina olan etkilerinin
birbirleri ile karsilagtirllmasi sonucu elde edilen degerler Tablo 4.2. ve Sekil 4.16.’de

goriilmektedir.

Elde edilen bu degerlere gore, % Bak oranini istatistiksel olarak, resveratroliin 25
UM dozuna gore, tannik asidin 25 uM dozu 24. saatte, tannik asidin S0uM dozuna gore
resveratroliin 50 uM dozu 72. saatte anlaml (p<0,05) (Sekil 4.16.A,C), tannik asidin
100 uM dozuna gore resveratroliin 100 uM dozu 72. saatte 6nemli derecede artirdig1
(p<0,01) gorildii (Sekil 4.16.C). Digerlerinde ise istatistiksel olarak bir farklilik
goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.16.A,B,C).
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Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gore % Bak oranlarmma
etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda, istatistiksel olarak 72. saatte

100 pM resveratroliin 100 pM tanik aside gore en etkili doz oldugu tesbit edildi.

24, saat MCF-7 hilcre dizisi 48. saat MCF-7 hilcre dizisi 72. saat MCF-7 hilcre dizisi

% Bak Orani
% Bak Orani
% Bak Orani

50uM
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Sekil 4.16. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve
72. (C) saatlerdeki % Bak orani.

Her iki maddenin dozlarimin ayr1 ayri kendi iclerinde saatlere gore
karsilastirilmasiyla elde edilen % Bak oranlar1 Tablo 4.2. ve Sekil 4.17 ve 4.18.°de
goriildiigii gibidir.

Resveratrol dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerde % Bak oranlarina etkilerine
bakildiginda, % Bak oranini, istatistiksel olarak, resveratroliin 25 ve 50 uM dozlari, 24.
saate gore 72.saatte 6nemli (p<0,01), 50 uM dozun 48. saate gore 72. saatte anlamli
(p<0,05) ,100 uM dozun 24. saate gore 72.saatte onemli (p<0,01) sekilde artirdig1, diger
dozlarimin ise saatler arasinda bir farklilik gostermedigi (p>0,05) tesbit edildi (Sekil
4.17.A,B,0C).

Sonug olarak, 25,50 ve 100 pM resveratrol dozlarmmin her iiciiniin de

istatistiksel olarak 24. saate gore 72. saatte etkili doz olduklar: belirlendi.
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Sekil 4.17. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol dozlarinin 24. (A), 48 .(B) ve 72.

(C) saatlerde % Bak oranina etkileri.

Tannik asit dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerde % Bak oranina etkilerine
bakildiginda, % Bak oranini, istatistiksel olarak, tannik asidin 50 uM dozunun 24. saate
gore 48. saatte anlamli (p<0,05) olarak artirdig1, diger dozlarinin ise saatler arasinda bir

farklilik gostermedigi (p>0,05) tesbit edildi (Sekil 4.18.A,B,C).

Sonug olarak, % Bak oranim 50 pM tannik asit dozu istatistiksel olarak,

24. saate gore 48. saatte onemli derecede artirdi.

50 pM Tannik asit

25 uM Tannik asit 100 uM Tannik asit

- 2 .
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24. saat 48.saat 72saat 24, saat 48.saat 72.saat
550 i

Sekil 4.18. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve 72. (C)

saatlerdeki % Bak oram
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MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50, 100 uM resveratrol ve tannik asit dozlarinin
24., 48. ve 72. saatlerdeki % Bak oranina etkileri kontrol gruplarnyla birlikte
Sekil.4.19’da goriildiigii gibidir.

MCF-7 Hiicre Dizisinde % Bak

100

90

80 1

70 4

60 4

N

7

40

RN

i

o LN = =
MCF-7 24.saat MCF-7 48.saat MCF-7 72.saat MCF-7 24.saat MCF-7 48.saat MCF-7 72.saat
Resveratrol Resveratrol Resveratrol Tannik Asit Tannik Asit Tannik Asit

[0 pM B 25 yM E50 uM M 100 pM |

Sekil 4.19. MCF-7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asit dozlarimin 24., 48. ve
72. saatlerdeki % Bak oranina etkileri.
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4.3. Telomeraz Aktivitesi ile bulgular

Calismamizda, MCF-7 hiicre dizisinden elde edilen hiicre ekstraktlarinda,
TELOTAGGG™"® PCR-ELISA kit prosediiriine uygun olarak telomeraz aktivitesine
bakildi.

Tablo 4.3.’de MCF-7 hiicre dizisine ait gruplarda, resveratrol ve tannik

asidin degisik dozlarinin, telomeraz enzim aktivitesine olan etkileri goriilmektedir.

Resveratroliin telomeraz enzim aktivitesine etkileri Tablo 4.3. ve Sekil

4.20.’ de goriilmektedir.
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Tablo 4.3. MCF-T7 hiicre dizisine ait gruplarin saat ve dozlara gore telomeraz enzim aktiviteleri

Gruplar ve Dozlar

Telomeraz enzim aktivitesi

Saatlere Gore istatistik

Gruplar Doz(uM) 24, saatte 48.saatte 72.saatte
Kontrol Grubu (K) 0 10,334 £ 0,639 | 0,432 £ 0,003 1,760 + 0,280 K(24-48)% K(24-72)%5* K(48-72) n.s
25 4,183 £0,710 | 0,040 = 0,007 1,624 +£ 0,223 Ro5(24-48)** Ros5(24-72)* R5(48-72) n.s
Resveratrol (R) 50 4,186 £0,918 | 0,004 0,000 | 3,801 £0,819 | Ro(4-48)* | Rs(4-72)ns | Rsu(d8-72)%
100 4,624 £ 0,181 0,004 + 0,001 0,018 £ 0,005 Rioo(24-48)* % | Rigo(24-72)*** | Ryoo(48-72)n.s
Tannik Asit (T) 25 [0018£0,010 | 0,137+0,012 [ 0,165£0,002 | Tas24-48)" [ Tos@4-72)5 [ Tos(48-72) ns
50 3,105£0,650 | 0,735£0,049 |0,332+0,002 | Ts24-48)* | To(2472)% | Tu@8-72)n.s
100 0,006+ 0,002 | 0,320+0,002 | 0,013 £,0000 | Tio@4-48)%* | Tigg (24-72)n.s | Tioo(48-72)%*%
K-R,s ** K-Rys **%* K-Rys n.s
K-Rsp ** K-Rsp *#* K-Rsp n.s Maddelere Gore Istatistik
K-Rygp ** K-Rygp *#* K-Rypp n:s
R,s5.R5o n.s R,s5. R5y ** R,5. R5o n.s 24.saat Ryps. Tos *
Dozlara Gire istatistik R,s5. Rygp n.s Rys5. Ry ** R,5. Rigp n.s 24.saat Rso.Ts9 n.s
Rso. Rygp 1.8 Rsp- Rygo 0.8 Rso. Rygo ** 24.saat Rygp.Tigp ***
K-Tps *#* K-Tps *** K-Tys **%* 48.saat Rys. Tps **
K-Ts *** K-Tso *** K-Tso ** 48.saat Rso. Tso **
K-Typp *** K-Tip n.s K-Tgo*** 48.saat Rygp.Tigp ***
Tps. Tso ** Tps. Tso *#* Tos. Tso n.s 72.saat Rys. Tps *
Trs. Tigo n.8 Trs. Tipo ** Ths. Tigo n.8 72.saat Rso. Tso n.s
Tso. Tioo ** Tso. Tioo *** Tso. Tigo 0.8 72.saat Ry Tigo 0.8

n.s 6nemli bir fark yok,*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Ort.% sh.: Ortalamalar, yapilan ii¢ 6l¢tim (n=3) sonucunda hesaplanmistir.)




Resveratroliin 25, 50 ve 100 pM dozlar1, 24. saatte telomeraz enzim
aktivitesini kontrole gore, istatistiksel olarak onemli (p<0,01), ayn1 dozlar 48. saatte ileri
derecede anlamli (p<0,001) olacak sekilde diisiirdii. Diger doz ve saatlerde ise kontrol

grubuna gore bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.20.).

MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.20. MCEF-7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM resveratrol dozlarinin uygulandiktan

24., 48. ve 72. saatlerde kontrol grubuna gore telomeraz enzim aktivitesine olan etkileri.

Resveratrol gruplart kendi aralarinda saatlere gore karsilastirildiginda, 50 ve 100
UM dozlarin 48. saatte, 25 uM doza gore, 100 uM dozun 72. saatte 50 uM doza gore
telomeraz aktivitesini, istatistiksel olarak 6nemli derecede (p<0,01) diisiirdiigli tesbit
edildi (Tablo 4.3. Sekil 4.21. B.C.). Resveratroliin diger doz ve saatleri arasinda ise bir
farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.21. A,B,C).

24, saat MCF-T hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hilcre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi

[N

Telomeraz Aktivitesi
Telomeraz Aktivitesi
Telomeraz Aktivitesi

T

N — =\

25uM 50uM 100pM 25uM SouM 100uM 25uM 50uM 100uM
Resveratrol dozlan Resveratrol dozlan Resveratrol dozlar

A B C



Sekil 4.21. MCF-7 hiicre dizisinne uygulanan 25, 50 ve 100 uM resveratrol dozlarinin 24.

(A), 48. (B) ve 72. (C) saatlerdeki telomeraz enzim aktivitesine olan etkileri.

Sonu¢ olarak, 25, 50 ve 10 T sveratrol dozlarinin kontrole gore,
istatistiksel olarak 48. saatte aym Oonemde ve digerlerinden daha fazla etkili
oldugu, bu dozlar arasindan da 50 ve 100 uM iin telomeraz enzim aktivitesini aym
derecede ve de diger doz ve saatlerden daha fazla uyarildig1 gozlendi. Resveratrol
dozlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da istatistiksel olarak en etkili

dozlarin yine 48. saatte 25 uM gore 50 ve 100 pM oldugu tesbit edildi.

Tannik asitin 25, 50 ve 100 uM dozlarinin her iiciiniin de, telomeraz enzim
aktivitesini, kontrole gore, istatistiksel olarak 24. saatte ileri derecede anlaml
(p<0,001), 25 ve 50 uM dozlarinin 48. saatte ileri derecede anlamli (p<0,001), 50 uM
dozun 72. saatte 6nemli derecede (p<0,01), 25 ve 100 uM dozlarinin yine 72. saatte
fakat ileri derecede anlamli (p<0,001) olarak diisiirdiigii, diger doz ve saatlerde ise bir

farklilik goriilmedigi (p>0,05) tesbit edildi (Sekil 4.22.).

MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.22. MCF-7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM tannik asidin dozlarinin uygulandiktan

24., 48. ve 72. saatlerde, kontrol grubuna gore telomeraz aktivitesine etkileri

Tannik asit gruplan telomeraz enzim aktivitesi acisindan kendi aralarinda

karsilagtirildiginda, Tablo.4.3. ve Sekil 4.22.°de goriildigii gibi, bu aktiviteyi,



istatistiksel olarak 25 ve 100 uM dozlarin 24. saatte 50 uM doza gore onemli (p<0,01)
(Sekil 4.22. A), 25 ve 100 uM dozlarin 48. saatte 50 uM doza gore ileri derecede
anlamli (p<0,001) (Sekil 4.22. B) , 25 uM dozun 48. saatte 100 uM doza gore 6nemli
derecede diisiirdiigii (p<0,01). (Sekil 4.22. B), digerlerinde ise bir farklilik goriilmedigi
(p>0,05) (Sekil 4.22. A,B,C) tesbit edildi.

24. saat MCF-7 hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hiicre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi
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Sekil 4.23. MCF-7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve 72.

(C) saatlerdeki telomeraz enzim aktiviteleri.

Sonu¢ olarak, kontrole gore, 24. saatte 25, 50 ve 100 pM tannik asit
dozlarmin, 48. saatte 25 ve 50 uM dozlarimin, 72. saatte 25 ve 100 uM dozlarinin
istatistiksel olarak aym onemde ve digerlerinden daha fazla etkili oldugu, bu
dozlar arasindan da 24. saatte 100 uM iin telomeraz enzim aktivitesini daha fazla
diisiirdiigii gozlendi. Tannik asit dozlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak en etkili dozlarin 48. saatte 50 uM gore 25 ve 100 uM oldugu
tesbit edildi.

Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gore telomeraz enzim
aktivitesine olan etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen degerler

Tablo 4.3. ve Sekil 4.23.’de goriilmektedir.

Elde edilen bu degerlere gore, telomeraz enzim aktivitesini, istatistiksel
olarak, 25 uM resveratrole gore 25 uM tannik asit 24. saatte anlamlh (p<0,05) (Sekil
4.23.A), 100 uM resveratrole gére 100 uM tannik asit 24. saatte ileri derecede anlamli
(p<0,001) (Sekil 4.23.A), 25 uM resveratrole gore 25 uM tannik asit 72. saatte anlaml
sekilde diisiirdii (p<0,05) (Sekil 4.23. C). Buna karsin, telomeraz enzim aktivitesini,



istatistiksel olarak, 25 uM tannik aside gore 25 uM resveratrol ve 50 uM tannik aside
gore 50 uM resveratrol 48. saatte onemli (p<0,01) (Sekil 4.23. B), 100 uM tannik aside
gore 100 uM resveratrol 48. saatte ileri derecede anlamlh (p<0,001) sekilde diisiirdii
(Sekil 4.23. B). Digerlerinde ise bir farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.23. A,B,C).

Resveratrol ve tannik asidin doz ve saatlere gore telomeraz enzim
aktivitesine olan etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasi1 sonucunda, 100 pM
tannik asit 24. saatte, 100 uM resveratrol ise 48. saatte telomeraz enzimini en fazla
diigiirmiislerdir. Tiim doz ve saatler goz oOniine alindiginda genel anlamda

resveratrol, tannik aside gore daha etkin goriilmektedir.

24. saat MCF-7 hiicre dizisi 48. saat MCF-7 hiicre dizisi 72. saat MCF-7 hiicre dizisi

I

Teloemraz Aktivite
Telomeraz Aktivitesi

Telomeraz aktivitesi

AR | ; I EE
25 uM 50 uM 100 uM 25uM 50uM 100pM

— G Resveratrol M Tannik asit
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A B C

Sekil 4.24. MCF-T7 hiicre dizisinde 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asidin 24. (A), 48. (B) ve

72. (C) saatlerdeki telomeraz enzim aktiviteleri.

Her iki maddenin dozlarinin ayr1 aynn kendi iclerinde saatlere gore
kargilastirilmasiyla elde edilen telomeraz enzim aktivite degerleri Tablo 4.3. ve Sekil

4.24 ve 4.25’de goriildiigii gibidir.

Resveratrol dozlarinin telomeraz enzim aktivitesine etkileri yoOniinden
saatlere gore, istatistiksel olarak degerlendirildiginde; 25 uM dozun 48. saatte 24. saate
gore onemli (p<0,01), 25 uM dozun 72. saatte 24. saate gore anlamli (p<0,05), 50 uM
dozun 48. saatte 24. ve 72. saatlere gore anlaml (p<0,05), 100 uM dozun 48. ve 72.
saatte 24. saate gore ileri derecede anlamli (p<0,001), olarak telomeraz enzim

aktivitesini diisiirdiikleri tesbit edildi (Sekil 4.24. A,B,C).



Sonu¢ olarak, 100 pM resveratroliin 48. ve 72. saatlerde telomeraz

enzim aktivitesini, digerlerine gore en fazla diisiirdiigii ortaya konmustur.
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Sekil 4.25. MCF-7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM resveratrol dozlarinin 24. (A), 48.

(B) ve 72. (C) saatlerde telomeraz enzim aktivitesine etkileri.

Tannik asit dozlar telomeraz enzim aktivitesi yoniinden istatistiksel olarak

degerlendirildiginde;

25 uM dozun 24. saatte 48. ve 72. saate gore ileri derecede anlamh
(p<0,001), 50 uM dozun 48. saatte 24. saate gore anlaml (p<0,05), 50 uM dozun 72.
saatte 24. saate gore 6nemli (p<0,01), 100 uM dozun 24. ve 72. saatlerde 48. saate gore
ileri derecede anlamli olarak telomeraz enzim aktivitesini disiirdigi (p<0,001),

digerlerinde ise bir farklilik goriilmedigi (p>0,05) tesbit edildi (Sekil 4.25. A,B,C).

Sonuc olarak, telomeraz enzim aktivitesini diisiirmede, 25 uyM ve 100 uM

tannik asit 24. saatte en etkili doz olarak bulundu.
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A B C

Sekil 4.26. MCF-T7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM tannik asit dozlarimin 24., 48. ve 72.

saatlerde telomeraz enzim aktivitesine etkileri.

MCEF-7 hiicre dizisinde 25, 5( 31 A resveratrol ve tannik asit dozlarinin
24., 48. ve 72. saatlerdeki telomeraz enzim aktivitesine etkileri kontrol gruplariyla

birlikte Sekil.4.27’de goriildiigii gibidir.

MCF-7 hicre dizisi

Telomeraz Aktivitesi
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Sekil 4.27. MCF-T7 hiicre dizisine uygulanan 25, 50 ve 100 uM resveratrol ve tannik asit dozlarinin

24., 48. ve 72. saatlerde telomeraz enzim aktivitesine etkileri.
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S. TARTISMA

Resveratrol ve tannik asidin, meme kanser hiicre dizisi MCF-7’ye olan
etkileri apoptotik indeks, Bak protein orani ve telomeraz enzim aktivitesi yoniinden

arastirilmis olup, elde edilen bulgular sirasi ile tartisilacaktir.

Resveratroliin apoptotik indekse etkisi ile iliskili yapilan calismalardan,
insan gastrik adenokarsinoma (SNU-1) hiicre dizisi ile yapilan bir ¢calismada, 100 uM
resveratroliin 24. saatte (30), akut premyelositik 16semi (NB4) hiicre dizisi ile yapilan
bagka bir calismada da, 25 ve 50 pmol/l resveratroliin yine 24. saatte (9) apoptozu

onemli derecede artirdigi belirtilmistir.

Insan 6zafogus skuamoz kanser (HCE7), 6zafogus adenokarsinoma (Bic-1
ve Seg-1), kolon adenokarsinoma (SW480), meme adeno karsinoma (MCF-7) ve
promiyelositik 160semi (HL60) hiicre dizilerinde resveratroliin etkilerinin arastirildigi bir
baska calismada, 30, 50, 100, 200 ve 300 uM resveratrol dozlarinin doza bagl olarak,
en fazla da 300 uM resveratrol dozunda 48. saatte apoptozu uyardigi gosterilmistir (38).
MCEF-7 hiicrelerinde yapilan bir baska calismada da yine 48. saatte resveratroliin 12.5
UM dozunun apoptotik indeksde etkin olmadigi, bunun yaninda 50 uM dozun apoptotik
indeksi uyardigi belirtilmistir (40).

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre dizilerinde yapilan bir
calismada, 10, 50, 100 ve 200 uM resveratrol dozlarmmin 36. saatteki etkilerine
bakilmistir. MDA-MB-231 de apoptozun indiiklenmedigi goriilmiistiir. MCF-7"de ise
doza bagli olarak apoptozun arttigi, bunlardan 200 uM dozun en fazla etki gostererek

apoptozu %40 oranlarina yaklastirdigi tesbit edilmistir (57).

Insan akut lenfoblastik (HSB-2) ve kronik myeloid (K562) 16semi hiicre
dizilerine 25 uM resveratrol uygulanan bir calismada, 24., 48. ve 72. saatlerde apoptotik
indekslerine bakilmistir. Apoptotik indeksin, HSB-2’de 48. saatte, K562’de ise 72.
saatte daha fazla oldugu gozlenmistir (48).
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Resveratroliin apoptotik indekse etkilerinin incelendigi bu c¢aligmalar, bizim
calismamizla uyumlu olmakla beraber resveratroliin farkli hiicre dizilerinde farkli
saatlerde etkin olabilecegini gosterdi. MCF-7 hiicresinde yaptigimiz calismamizda da
resveratroliin artan dozlarinin apoptotik indeksi artirdigini, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte, kontrole gore, 100 uM dozun 24. saatte en etkin doz oldugu tesbit
edildi.

Tannik asidin apoptotik indeks iizerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalardan,
kirmizi sarap polifenollerinin (gallik asit, tannik asit, kesretin, morin, rutin) prostat
kanser hiicre dizisine (LNCaP) etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, tannik asidin 5 ve
10 pmol/L dozlarinin 72. saatte, apoptotik indeksi kontrole gore Onemli derecede

artirdig1 ortaya konmustur (58).

Insan Jurkat T hiicrelerinde yapilan bir diger ¢aligmada, tannik asidin 50 ve
100 pg/ml dozlarinin 24. saatte apoptotik hiicre 6liimiinii doza bagli olarak artirdig

gosterilmistir (51).

Incelenen bu calismalarda, ¢alismamizda oldugu gibi tannik asidin apoptozu
uyardigr goriildii. Calismamizda tannik asidin 24. saatte 100 pM dozunun apoptotik

indeks artisinda en fazla etkide oldugu goriildii.

Polifenollerden tannik, ellagik ve gallik asitlerin biyolojik aktivitelerinin
daha iyi anlagilmasi i¢in, taze su midyesi Unio tumidus’ un sindirim bezi hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada, bu maddelerin 1, 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 uM dozlan
uygulandiktan 1 saat sonra yapilan Ol¢iimlerde bu polifenolik asitlerin 15 uM’den
yukar1 dozlarmin DNA ve oksidatif protein hasarina neden olabildigi dolayisiyla

apoptoz ve nekrozu uyardiklart gosterilmistir (43).

Insan kolanjio karsinom hiicre dizileri olan Mz-ChA-1, TFK-1 ve CC-LP-1
ile yapilan bir calismada, Mz-ChA-1 dizisinde tannik asidin dogrudan apoptozu
indiiklemedigi, apoptozu indiikleyen 5-fluorouracil ve mitomycin C maddeleriyle
birlikte uygulandiginda apoptozun indiiklendigi belirtilmistir. Bunun i¢in, Mz-ChA-
1’den 4 grup olusturulmustur. 1. gruba 5 pM mitomycin C, 2. gruba 30 pM 5-
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fluorouracil, 3. gruba 5 uM mitomycin C ile 5 pM tannik asit ve 4. gruba 30 uM 5-
fluorouracil ile 5 uM tannik asit uygulanmistir. 6 saat sonra bu gruplardan tannik asitli

gruplarda, apoptoz miktarinin digerlerine gore daha fazla oldugu belirlenmistir (52).

Taninlerden tannik asit ile ellagik ve gallik asitlerin etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada, Chinese hamster hiicre dizisi B14’e, bu maddelerin 15, 30, 60, 120, 180
ve 240 uM dozlar1 uygulanmistir. 1 saat sonra kontrole gore, 15 uM’den 60 uM dogru
DNA dal kiriklarinda bir artis oldugu, bu artisin 60 uM’de en fazla oldugu
belirlenmistir. Hiicre canlilig1 incelendiginde de, hiicre 6limiiniin en fazla 60’uM de
oldugu ve 6liim oranin % 50’ye vardigi, 120 pM’den 240 uM dogru da hiicre 6liimiiniin
daha az oldugu tesbit edilmistir (42).

Incelenen bu cahigmalarda, calismamuzdan farkli olarak, uyguladigimiz
tannik asit dozlarindan farkli dozlarin etkileri daha kisa siire icinde incelenmis ve yine

tannik asidin apototik indeksi artirdig1 belirtilmistir.

Yapilan literartiir taramalarinda resveratrol ile tannik asidin birlikte
apoptotik indekse olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanilmadi. Yaptigimiz
calismada, resveratrol ve tannik asit birlikte apoptotik indeksi, 24., 48. ve 72. saatlerde,
doza bagh olarak artirdi. Sadece tannik asidin 72.saatte doza baglh olarak etkili degildi.
Apoptotik indekse, her iki maddenin de 24. saatte 100 uM dozunun en etkili doz

oldugu, bu maddelerden de en etkilisinin tannik asit oldugu belirlendi.

Cesitli kanser hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalarda, Bcl-2 aile liyelerinden
Bak proteinin apoptozu indiiklemedeki rolii arastirllmistir. Bu ¢alismalardan HCT116
kolon kanser hiicre dizisinde yapilan bir ¢alismada, resveratroliin Bak ve Bax’in ii¢
boyutlu yapisinin degisimini tetikledigi ve hiicreleri apoptoza gotiirdiigii gdsterilmistir

(50).
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EC-9706 o©zafogus kanser hiicre dizisinde yapilan bir c¢alismada,
resveratrolin 0.1, 1, 10 ve 100 mmolL"! dozlarmin 24., 48., 72. ve 96. saatlerde doz ve
zamana bagli olarak hiicre bilyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Yine bu calismada
24.,48., 72. ve 96. saatlerde 10 mmolL " resveratrol dozunun hiicre gruplarinda, zamana
bagh olarak, Bcl-2 ekspresyonunu azalttifi, Bak ile birlikte ¢alistigi bilinen Bax
ekspresyonunu arttirdigi Bcl-2 /Bax orami azalarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir

(71).

Nakagava ve ark.’larn yaptiklari bir c¢alismada, resveratroliin diisiik
dozlarinin (KPL-1, <22 uM; MCF-7, < 4 uM) ER-pozitif insan meme kanser hiicre
dizilerinde hiicre proliferasyonuna sebep oldugunu, yiiksek dozlarinin ise (=44uM)
hiicre biiylimesini baskiladigini buldular. Biiylimenin baskilanmasinin, sub G1 faz
fraksiyonu, Bak ve Bax proteinlerinin up-regiilasyonu, Bcl-XL protein down
regiilasyonu ve kaspaz 3’iin aktivasyonunun goriilmesi ile indiiklenen apoptoz

nedeniyle oldugunu gostermislerdir (1).

Delmas ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada, SW480 kolon kanser hiicrelerinde
resveratroliin 10-100 uM dozlariin kaspazlari aktive ettigi, bu aktivasyonun da Bak ve

Bax gibi proapoptotik proteinlerin birikmesi ile iliskili oldugunu gosterdiler (1).

Yapilan bu c¢aligmalarla birlikte, bizde yaptigimiz ¢alismada,
resveratroliin 25-100 uM dozlarinin apoptozu uyardigini, bu uyarilmanin da proapoptik
protein Bak ile iligkili olabilecegi goriildii. Resveratroliin artan dozlarinda % Bak oranin

arttigi, 72. saatte 100 uM dozda bu artisin en fazla oldugu tesbit edildi.

Yaptigimiz ¢alismada MCF-7 hiicre dizisine uyguladigimiz tannik asit ile
Bak proteinin birlikte bakildig: bir literatiire rastlanilmamistir. Fakat HepG2 karaciger
hiicre dizisinde yapilan bir caligmada, tannik asit gibi bir cay polifenolii olan
epigallocatechin-3- gallate (EGCG)’1n 50, 100 ve 200 pM dozlariin 6., 12., 24. ve 48.
saatlerde doza bagl olarak Bak proteini ile birlikte calisan Bax protein miktarini arttig
gosterilmistir (41). Bizim c¢alismamizda da tannik asit uyguladigimiz hiicre gruplarinda
Bax ile birlikte calisan Bak protein yiizdesinin 24., 48. ve 72. saatlerde doza bagh

olarak arttig1 bulundu.
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Yapilan literartiir taramalarinda resveratol ile tannik asidin birlikte Bak
protein oranina olan etkilerinin incelendigi bir calismaya rastlanilmadi. Calismamizda
% Bak oranin, her iki maddenin de uygulandigi gruplarda, 24., 48. ve 72. saatlerde,
doza bagh olarak bir artis gosterdigi goriildii. % Bak oram {iizerine, resveratroliin 72.
saatte 100 pM dozunun, tannik asidin 48. saatte 100 uM dozunun en etkili doz oldugu,

bu maddelerden de en etkilisinin tannik asit oldugu belirlendi.

Yapitigimiz calismada, apoptotik indeks ve % Bak oranlar1 genel olarak
birlikte degerlendirildiginde, her ikisinde de doza bagh olarak bir artig goriildii. Bunun
sonucunda, bu maddelerin artan dozlarinin apoptotik hiicre sayisin1 ve Bak protein
miktarin1 artirdig1 tesbit edildi. Biitiin bunlar apoptotik hiicre ve Bak proteini miktari

arasinda bir iligki olabilecegini gostermektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda resveratroliin doza baglh olarak telomeraz
enzim aktivitesini azalttifi (44) bir calismaya rastlanirken, tannik asidin telomeraz
enzim aktivitesine olan etkisinin incelendigi bir ¢aligmaya rastlanilmadi. Yaptigimiz
calismada MCF-7 hiicre dizisinde resveratrol ve tannik asit telomeraz enzim aktivitesini
24., 48. ve 72. saatlerde, diizensiz bir sekilde diisiirdii. Telomeraz enzim aktivitesini
diisiirmede resveratrol 48. saat 100 uM dozda, tannik asit 24. saat 100 uM dozda en
etkili oldu. 24. ve 72. saatlerde tannik asit, 48. saatte ise resveratrol telomeraz enzim
aktivitesini diisiirmede daha etkili oldugundan tannik asidin resveratrole gore daha etkin

oldugu tesbit edildi.
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Yapilan calismalarda resveratrol ve tannik asidin apoptoz ve telomeraz

aktivitesine olan etkileri gosterilmistir;

Yapilan bir ¢calismada, MCF-7 hiicre dizisine resveratroliin 5, 10, 20 ve 40
pg/ml dozlar uygulanarak bunlarin apoptoz ve telomeraz aktivitesine 24., 48. ve 72.
saatlerde olan etkilerine bakilmistir. Sonugta, apoptozun doza bagli olarak bir artig
gosterdigi ve bu artisin 10, 20 ve 40 pg/ml dozlarda 24. ve 48. saatlerde oldugu, 72.
saatte ise apoptotozun azalarak kontrol grubuna yakin degerlere ulastigi gozlenmistir.
Apoptotik hiicre o6liimii indiiksiyonunda gozlenen, kromatin yogunlasmasi, niiklear
fragmentasyon ve hiicre zarmma bagli apoptotik cisimciklerin yikimi gibi yapisal
degisikliklerin, 10 ve 20 upg/ml resveratrol muameleli hiicrelerde gozlendigi ve
apoptozun arttig1, kontrol grubu ve 5 ug/ml resveratrol ile muamele edilen hiicrelerde
ise apoptozun indiiklenmedigi gosterilmistir. 10 ve 20 pg/ml resveratrol verilen hiicre
gruplariin 24. ve 48. saatlerde G1 fazinda olan hiicre sayisinin azaldigr dolayisiyla, S
fazinda biriktigi, 72. saatte ise fazlar arasinda bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Yine
bu calismada, telomeraz aktivitesini 40 pg/ml resveratroliin 24. saatte, kontrole gore,
%67 oraninda inhibe ettigi, 5, 10, 20 pg/ml gibi diisiik dozlarin ise bir etkisi olmadig,
48. saatte 5, 10, 20 ve 40 pg/ml dozlarin, doza bagh olarak, kontrole gore, aktivitede bir
azalmaya neden oldugu, 6zellikle 48. saatte 5 ve 10 pg/ml resveratroliin marjinal olarak
%13,9 ve %19,3 gibi bir aktivite azalmasi sagladigimi, 20 ve 40ug/ml dozlarin ise
telomeraz aktivitesini %63,7 ve %93 gibi yiiksek oranlarda azalttig1 tesbit edilmistir
(44). Bu caligsmayla iliskili olarak bizim bulgularimiza gore, resveratroliin apoptotik
indekse ve telomeraz enzim aktivitesine olan etkileri birlikte degerlendirildigin de,
kontrol gruplarina gore, 24. ve 48. saatlerde apoptotik indeksin artig1 ile yine aymi

saatlerdeki telomeraz enzim aktivitesinin diisiisii bir paralellik géstermistir.

MCF-7 hiicrelerine tannik asidin etkisi ile ilgili olarak apoptoz ve telomeraz
enzim aktivitesine birlikte bakilan bir calismaya rastlanilmadi. Fakat ilaca direncli ve
duyarh kiiciik akciger karsinoma (SCLC) hiicre dizilerinde (H69VP, H69), tannik asit
gibi bir cay polifenolii olan EGCG’1n, apoptoz ve telomeraz enzim aktivitesine olan
etkisinin incelendigi bir caliyma mevcuttur. Bu calismada her iki hiicre dizisinde, 70 uM

EGCG’m, 24. saatte telomeraz aktivitesini doza bagh olarak azalttigi, 36. saatte
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apoptozu indiikledigi gosterilmistir (60). Bizim ¢alismamizda tannik asidin telomeraz
enzim aktivitesini diizensiz olarak diistirdiigii belirlendi. Dozlara bagli olmadan,
kontrole gore, 24. ve 72. saatlerde telomeraz enzim aktivitesinin diistiigii tesbit edildi.
48. saatte ise kontrole gore 25 ve 100 uM doz telomeraz enzim aktivitesini diisiirdii.
Calismamizda tannik asit apoptotik indeksi, kontrole gore, 24. saatte 50 ve 100 pM
dozlarda, 48. saatte her 3 dozda ve 72. saatte 25 ve 50 uM dozlarda artirdi. Tannik
asidin apoptotik indekse ve telomeraz enzim aktivitesine etkileri birlikte ele alindiginda

tannik asit gruplar arasinda bir iliski kurulamadi.
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6.SONUC

. Reveratroliin en fazla, apoptotik indeksi 100 uM dozda 24. saatte, % Bak oranini

100 pM dozda 72. saatte doza bagli olarak artirdigi, telomeraz enzim

aktivitesini 50 ve 100 uM dozlarda 48. saatte diisiirdiigii belirlendi.

. Tannik asidin en fazla, apoptotik indeksi 100 pM dozda 24. saatte, % Bak
oranin1 100 pM dozda 48. saatte artirdig1, telomeraz enzim aktivitesini 100 uM

dozda 24. saatte diisiirdiigii belirlendi.

. Bu parametreler arasinda apoptotik indeks ile % Bak oranim artirmada ve

telomeraz enzim aktivitesini diisiirmede tannik asidin daha etkili oldugu

belirlendi.

Bununla birlikte, antioksidan ve antikanser 6zelliklere sahip oldugu ileri
stiriilen resveratrol ve tannik asidin, apoptozu uyarmasi, % Bak oranini artirmasi
ve telomeraz enzim aktivitesini diigiirmesi, diger inceledigimiz calismalarda
oldugu gibi bizim c¢aligmamizda da belirlenmis olsa da, her iki maddenin etki
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ oldugu

sonucuna varildi.
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