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OZET

Son yillarda konvansiyonel kanser terapilerine destek olarak oksidatif siireci
inhibe eden, antiinflamatuar ve antikanser 6zellik gdsteren bitkisel kokenli maddeler
kullanilmaktadir. Yakin zamanda yapilan caligmalar fitokimyasallarin birlikte
uygulanmasinin sinerjistik bir etki yaratarak etkili dozu diisiirdiigli, toksisite ve yan
etkileri azalttig1 boylelikle terapotik cevabi arttirdigini gostermistir. Tez ¢alismasinda
resveratrol ve silimarin bu amag¢ dogrultusunda kullanilan fitokimyasallardir.

Gerek resveratrol gerekse silimarin ayr1 ayri ve kombine sekilde hepatoseliiler
karsinoma Huh7 hiicrelerine uygulanmis ve antikanser ozellikleri doza ve zamana
bagli olarak incelenmistir. Uygulama yapilan Huh7 hiicreleri hicbir uygulama
yapilmayan kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda resveratrol, silimarin ve
resveratrol/silimarin kombinasyonunun antiproliferatif etki gosterdigi, apoptozu
indiikledigi ve hiicre siklusunun cesitli fazlarinda durdurulmaya yol agtig1

saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser Terapisi, Resveratrol, Silimarin, Fitokimyasal,
Akan Hiicre Olger.



SUMMARY

In recent years phytochemical substances including anticancer and
antiinflamatuar property and inhibiting oxidative process are used as supportive
conventional cancer therapies. The researchs in recent time demonstrated that when
phytochemicals are applied together generates a synergistic effect; decrease effective
dose, reduce toxicity and side effects in this way enhancing therapeutic response.
Resveratrol and silymarin are phytochemicals used in thesis study regarding that
purpose.

Both of resveratrol and silymarin are applied to hepatocellular carcinoma
(Huh7 cell line) as combined or separately and time and dose related anticancer
property was investigated. Resveratrol, silymarin and their combination applied
Huh7 cell line indicated antiproliferative effect, inducing apoptosis and arrest in

variable phases of cell cycle compared with unapplied Huh7 cell line.

Key words: Cancer Therapy, Resveratrol, Silymarin, Phytochemical, Flow
Cytometry.
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1. GIRIS

Hepatoseliiler karsinoma, diinya c¢apinda kansere bagli oliimlerde iiglincii
sirada yer alan bir kanser ¢esididir [Jemal et al., 2011]. Rezeksiyon, organ nakli ve
kemoterapi gibi konvansiyonel kanser tedavilerinde basart oraninin diisiik olmasi,
hastaligin ¢ogunlukla niiksetmesi ve ¢esitli yan etkilerin ortaya ¢ikmasindan dolay1
toksik Ozellik géstermeyen ve etki mekanizmalar1 bilinen bitkisel kdkenli maddeler
kullanilarak destek terapi yollar1 aranmaktadir [Athar et al., 2007], [Venugopal and
Liu, 2012], [ Singh et al., 2013].

Bitkisel kokenli maddelerden resveratrol ve silimarinin antikanser ozellik
gosterdikleri yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir.

Polifenolik bir bilesik olan resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben) dogada 70’den
fazla bitki tiirinde bulunan bir fitokimyasaldir [Stocco et al., 2012]. Yapilan
caligmalar resveratroliin, hiicre siklusu fazlarinda tutuklanmaya (durdurmaya) neden
oldugunu, apoptozu indiikledigini, kanser hiicrelerinin ¢ogalimini ve ilerlemesini
engelledigini bildirmistir [Fulda and Debatin, 2004], [Hsieh et al., 2005].

Silibinin, izosilibinin, silidianin ve silichristin bilesenlerini i¢eren silimarin de
antioksidan 6zellik gosteren bir polifenolik flavonoid’dir [Singh and Agarwal, 2004],
[Wu et al., 2009]. Silimarinin ana bileseni yaklasik %60-70’ini olusturan silibinindir
[Wu et al., 2009]. Lah ve arkadaslar1 insan karaciger kanseri hiicreleri ile yaptiklar
bir calismada silibinin uygulanmasinin, hiicre siklusunda G1-S gecisinde tutuklanma
ve apoptozun indiiklenmesi 1ile karaciger kanseri hiicrelerinin biiylimesinde
inhibisyona neden oldugunu bildirmistir [Lah et al., 2007].

Tez ¢alismasi kapsaminda resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonunun hepatoseliiler karsinoma Huh7 hiicre hatti iizerine anti-kanser

etkileri arastirilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Tez calismasinda Kkaraciger kanseri tedavisine destek terapi olmak iizere,
bitkisel kokenli resveratrol ve silimarinin birlikte veya ayr1 uygulanmasinin kanser
hiicresi proliferasyonu ve siklusuna etkisi ile hiicre oliim mekanizmasinin

incelenmesi amaglanmustir.



Huh7 hiicrelerine degisik konsantrasyonlarda uygulanan fitokimyasallarin
sitotoksik etkisi, terapi sonrasi hiicre 6lim mekanizmalar1 ve hiicre siklusu dagilimi
tizerindeki etkisi doza ve zamana bagli olarak arastirilmistir.

Daha oOnce resveratrol ve silimarin kombinasyonunun olusturabilecegi
sinerjistik etki hi¢bir hiicre hattinda arastirilmadigindan ¢alismamiz literatiir i¢in bir

ilk olmustur.



2. KANSER NEDIR?

Yunanca karkinos kelimesinden kdken alan kanser ilk olarak Hipokrat (M.O.
460-370) tarafindan bazi tiimdrleri tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Kansere dair en
eski bulgulara ise eski Misir dénemindeki (M.O. 1600) mumyalarda rastlanmistir.
Kanser, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liime sebebiyet veren ikinci
hastaliktir. Amerika’da erkeklerin yarisinda ve kadinlarin iigte birinde hayatlarinin
bir doneminde kanser gelismektedir [Sudhakar, 2009].

Normalde hiicrelerin biiyiimesi ve ¢cogalmasi bir diizen igerisinde gergeklesir.
Buna paralel olarak doku ve organlar da gorevlerini normal olarak
yapabilmektedirler. Ancak bu hiicreler anormal sekil ve hizda biliylimeye ve
cogalmaya baslarlarsa, tiimor ad1 verilen kitle ya da kitlelerin olusumuna yol acarlar.
Tiimdrler; iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) olmak iizere iki grupta incelenir.
Benign tiimorlerde, hiicreler kontrolsiiz olarak ¢ogalir fakat diger dokulara
yayilmazlar [Player et al., 2004]. Malign tiimorler, diger dokulara yayilarak oradaki
normal hiicrelerin yasamini bozup bir ¢esit istila yani metastaz yapma
egilimindedirler. Malign hiicreler, hizla ¢ogalma 6zelliklerine sahiptirler ve genetik
yapilar1 bozulmus oldugu i¢in anormal proteinler iiretirler. Dolayisiyla bu 6zellikleri
sayesinde, diger hiicrelerden ayirt edilebilirler [Hanahan and Weinberg, 2000],
[Naumov et al., 2006].

2.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri ve Kanser Olusumu

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
Kontrolsliz ¢ogalma, esas 0Ozellik olmakla birlikte, kanser hiicresinin normal
hiicrelerden farkli diger 6nemli biyolojik karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda
kontakt inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek i¢in dis uyaranlara gereksinim
gostermeme, cogalmay1 baskilayict sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir [Weaver and Hedrick,
1997].

Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde

meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, tiimor baskilayic1 genlerde meydana



gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre
biiylimesine neden olmaktadir [Vermeulen et al., 2003].

Kanserin olusum siireci baslangi¢, yiikselme ve ilerleme olmak iizere {i¢
asamadan meydana gelir (Sekil 2.1). Baslangi¢ asamasi, hizli ve geri doniisiimi
olmayan bir siiregtir. Hasara ugrayan DNA’nin onarimi ger¢eklesmedigi takdirde
klonal yayilmayla hiicre ¢ogalmaya baslar ve yavru hiicrelere hasarlit DNA aktarilir
[Farber, 1984], [Oliviera et al., 2007]. Baslangi¢ asamasinda, sadece simetrik hiicre
boliinmesi gerceklesir ve bu da farklilasmis yavru hiicrelerin aksine benzer tipte iki
hiicre olusumunu uyarir. Eger bu hiicreler ¢evredeki hiicreler tarafindan baskilanirsa
timor olusmaz. Diger yandan cevredeki hiicrelerin baskilayici etkisini ortadan
kaldiran ajanlar tetiklenirse, farklilasmayan baslangi¢c hiicresi ¢ogalarak dokuda
birikir. Bu asamaya ylikselme evresi denir [Trosko et al., 1996]. Baslangi¢ hiicresine
diger genetik ve epigenetik degisimlerin de eklenmesiyle, baslangi¢ hiicresi birikir ve
diger dokulara metastaz yapabilir. Bu asama ilerleme asamasi olarak kaydedilmistir
[Pitot et al., 1981]. ilerleme asamasinda hiicre proliferasyonu uyaridan bagimsizdir
ve bu asamanin karakteristik Ozellikleri hizli gelisim, invazyon, metastaz,
anjiyogenez, biyokimyasal, metabolik ve morfolojik 6zelliklerde degisim olarak

siralanabilir [Folkman., 2002].
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Sekil 2.1: Kanser olusum siireci.

2.2. Hepatoseliiler Karsinoma

Hepatoseliiler karsinoma, diinyada erkekler arasinda en sik goriilen besinci,

kadinlar arasinda ise yedinci kanser tiiriidiir. Kansere bagli oliimlerde ise iigiincii
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siradadir [Jemal et al., 2011]. Erkeklerin hepatoseliiler karsinomaya yakalanma riski
kadinlardan 2-7 kat daha fazladir [McGlynn et al., 2001], [Parkin et al., 2002].
Bunun nedenleri arasinda erkeklerin daha fazla sigara ve alkol tliketmesi, kadinlarda
Ostrojen hormonunun interlokin(IL)-6 aracili inflamasyonu baskilayarak karaciger
hasarin1 azaltmasi ve erkeklerde testosteron hormonunun androjen reseptdr sinyalini
arttirarak Karaciger hiicre proliferasyonunu tesvik etmesi gosterilmektedir [Yu and
Chen, 1993], [Naugler at al., 2007]. Ozellikle Afrika ve Asya’da yiiksek oranda
Hepatit B viriisii enfeksiyonlar1 goriildiigii i¢in ve aflatoksin B1 alimindan dolay1 bu
bolgelerde hepatoseliiler karsinoma daha sik goriilmektedir [El Serag and Rudolph,
2007], [El-Serag, 2011]. Hepatoseliiler karsinomanin olusumundan sorumlu baglica
faktorler; Hepatit B ve Hepatit C viriisii enfeksiyonu, alkol ve sirozdur. Diger risk
faktorleri ise; alkol kullanimina bagli olmayan karaciger yaglanmasi, sigara
kullanimi, diabetes mellitus, bazi metabolik hastaliklar (hemokromatosiz, alfa 1
antitiripsin eksikligi) ve aflatoksindir [Bosch et al., 2004].

Hepatokarsinogenezisin epigenetik ve genetik olaylarin birikmesi sonucu
olusan, kompleks ve ¢ok asamali bir siire¢ oldugu diisiiniilmektedir [Kojiro and
Roskams, 2005]. Son yillarda yapilan caligmalar, hiicre siklusu ve apoptozu
diizenleyen onkogenler ve tiimor baskilayici genler ile hepatoseliiler karsinomanin
gelisimi arasindaki iliski tizerine odaklanmistir. p53, b-Catenin, ErbB ailesi, Igf
sinyal yolagi ve Hippo yolag: lizerinde yogunlasilan baglica yolak ve molekiillerdir

[Villanueva et al., 2007], [Aravalli et al., 2008].

2.3. Hepatoseliiler Karsinomada Tedavi Yontemleri

2.3.1. Konvansiyonel Tedaviler

Hepatoseliiler karsinomada erken evrede tercith edilen ilk yontem
rezeksiyondur [Belghiti et al., 2002]. Rezeksiyon islemi sirozu olan hastalarda
yapilmamaktadir. Ayrica portal hipertansiyonu olan, biliriibini yiiksek ve birden fazla
lezyon bulunmasi halinde hastalara islemi tolere edemeyecekleri i¢in rezeksiyon
yapilmaz. Ancak rezeksiyon isleminin ardindan kanser 5 yil i¢cinde %70’lere kadar

niiksedebilmektedir [Imamura et al., 2003].



Barselona Karaciger Kanseri Klinigine goére erken evrede tani konulan
hastalarin %30-40’1 tiimorlii parcanin alinmasi (rezeksiyon), karaciger nakli ve lokal
ablasyon gibi iyilestirme potansiyeli olan yaklagimlara uygundur [Llovet et al.,
1999]. Cerrahi miidahaleye uygun olmayan hastalara perkiitan alkol enjeksiyonu,
radyofrekans ablasyonu, transarteriyal kemoembolizasyon ve kemoterapi gibi
tedaviler uygulanmaktadir [Worns and Galle, 2010].

Karaciger nakli yapilacak hastalarin  se¢ciminde Milan  Kriterleri
uygulanmaktadir. Buna gore hastada bir bolgede tiimor bulunuyorsa boyutu 5
cm’den, ii¢ farkli bolgede timoér bulunuyorsa her birinin boyutu 3 cm’den kiigiik
olmalidir. Bu kriterlere uyan hastalarda karaciger nakli basarili sonuglar vermekte
ancak uygun dondr bulmakta zorluk c¢ekilmektedir [Mazzaferro et al., 1996],
[Bishayee et al., 2009].

Perkiitan alkol enjeksiyonunda deriden direkt olarak tiimore alkol verilerek
koagiilasyon nekrozuna (sitoplazmik proteinlerin denatiirasyonu) yol agilir. Perkiitan
alkol enjeksiyonu, tlimoér boyutu 3 cm’den kiiciik olan hastalarda yiiksek basari
gosterirken tiimor boyutu arttik¢a bu basar1 azalmaktadir. Radyofrekans ablasyonu
genellikle perkiitan alkol enjeksiyonu yontemiyle bir arada kullanilir. Timdr boyutu
5 cm’den kiigiik olan hastalarda olumlu sonuglar vermektedir [Livraghi et al., 2003].

Transarteriyel kemoembolizasyon yonteminde genellikle lipiodol emiilsiyonu
kemoterap6tik bir ajanla (doksorubisin, cisplatin gibi) birlikte kullanilir.
Transarteriyel kemoembolizasyon uygulanan hastalarin ancak %15-55’1 tedaviye
cevap vermektedir [Llovet and Bruix, 2003], [Marelli et al., 2007].

Kemoterapi  genellikle —metastatik ve tekrarlayan hastaliklar igin
kullanilmaktadir. Doksorubisin, platinum, floropirimidin ve gemsitabin gibi terapdtik
ajanlar tek baglarina kullanildiklarinda %10°dan az yanit saglayabilmektedirler.
Kombine sekilde uygulandiklarinda da ancak %20 civarinda yanit verilmektedir.
Buna karsilik tedaviye bagh gelisen toksisite, 1yilestirme oranindan ¢ok daha fazladir

[Yenetal., 2010].

2.3.2. Bitkisel Kokenli Maddelerin Kanser Terapilerinde Kullanin

Son yillarda, konvansiyonel kanser tedavilerinde basar1 oraninin diisiik olmasi,

hastaligin ¢ogunlukla niiksetmesi ve ¢esitli yan etkilerin ortaya ¢ikmasindan dolay1



saglikli bir diyetle besin terapisi uygulanarak destek terapi yollar1 aranmaktadir
[Venugopal and Liu, 2012].

Besin maddelerinin insan sagligi iizerindeki etkileri yapilan ¢alismalarla kesin
olarak belirlenmistir. Bu maddelerin bir kisminin, oksidatif siireci inhibe ettigi, anti-
inflamatuar ve anti-kanser oOzellikler gosterdigi yapilan in vitro g¢alismalarla
desteklenmistir [Yadav et al., 2009]. Anti-kanser ozellik gosteren, bitkilerde
kendiliginden dogal olarak olusan kemopreventif maddeler, insanlar tarafindan
yaygin bir sekilde gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Bu maddelerden bazilari;
yesil caydan ekstrakte edilen katesin, likopen, soya izoflavonu, nar fenolikleri,
selenyum, E vitamini, D vitamini, zerdegal, silibinin ve resveratroldiir [Athar et al.,
2007].

Bitki ve sebzelerdeki antioksidan maddeler fitokimyasal olarak
adlandirilmaktadir [Liu, 2004]. Meyve, sebze ve tahillarda 5000°den fazla
fitokimyasal tanimlanmistir. Bunlar genel olarak karotenoidler, alkoloidler,
fenolikler, nitrojen igeren bilesikler ve organosiilfiir bilesikleri olarak siniflandirilir.
Fitokimyasallarin diyete eklenmesiyle kanser engellenebilir veya ilerlemesi
durdurulabilir [Liu, 2004].

Yapilan ¢alismalar fitokimyasallarin, serbest radikalleri tutucu, gen ifadesini,
hiicre farklilasmasini, onkogenleri, tiimor baskilayici genleri diizenleyici, hiicre
siklusunda tutuklanmay1 ve apoptozu indiikleyici, detoksifikasyon, oksidasyon ve
rediiksiyonda enzim aktivitesini modiile eden, immiin sistemi uyaran, hormon
bagimli karsinogenesisi diizenleyici ve antibakteriyel, antiviral etkiler gosterdiklerini

bildirmektedir [Liu, 2004].

2.3.2.1. Resveratrol

Ik olarak 1940°da Veratrum grandiflorum bitkisinin koklerinde kesfedilen
resveratrol, daha sonra 1963’te Cin ve Japonya’da ilag olarak kullanilan yabani bir
bitki olan Polygonum cuspidatum’dan izole edilmistir [Chun-Fu et al., 2013].
Polifenolik bir bilesik olan resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben) dogada 70’den fazla
bitki tiiriinde iiretilen bir fitokimyasaldir. Uziim, kirmiz1 sarap, dut, ananas ve yer

fistig1 resveratrol igeren yenilebilir kaynaklardir [Stocco et al., 2012].



Bazi bitkiler, ¢evresel stres ve patojenik (bakteriyel, fungal) enfeksiyonlara
maruz kaldiginda fitoaleksin olarak resveratrol {iretirler [Michels et al.,2006].
Fitoaleksinler, patojenlerin hiicre duvarimi yikip ¢ogalmalarini engellemek amaciyla
tiretilen toksik bilesiklerdir [Venugopal and Liu, 2012].

Resveratroliin, cis ve trans olmak iizere iki stereoizomerik formu vardir (Sekil
2.2). Cis ve trans resveratrol bitkilerde dogal olarak iiretilmekte ve her ne kadar trans
izoform aktivitesi henliz genis capta arastirilmamis olsa da bu iki izoformun

etkilerinin benzer oldugu goriilmektedir [Borriello et al., 2010].

Trans-(E) resveratrol Cis-(Z) resveratrol

Sekil 2.2: Trans- ve cis- resveratroliin kimyasal yapisi.

Resveratrol, ¢ok iyi bir antioksidan aktiviteye ve anti-inflamatuar etkiye
sahiptir. Hiicre zarindaki lipit peroksidasyonuna ve reaktif oksijen tiirlerinin sebep
oldugu DNA hasarina karsi da koruyucudur [Leonard et al., 2003). Ayrica yapilan
caligmalar, resveratroliin anti-kanser [Baur and Sinclair, 2006], anti-diabetik [Deng
et al., 2008] ve anti-viral [Docherty et al., 2006] 6zellikleri oldugunu, yaslanmay1
geciktirdigini [Labinskyy et al., 2006], ve koroner kalp hastaliklarindaki onleyici
etkilerini gostermektedir [Hao and He, 2004]. Bunun yani sira resveratroliin hiicre
siklusunda tutuklanmaya neden oldugu, apoptozu indiikledigi, kanser hiicrelerinin
cogalimini ve ilerlemesini engelledigi de bildirilmistir [Fulda and Debatin, 2004],
[Hsieh et al., 2005].

Arastirmacilar yaptiklart in vitro ¢alismalarda resveratrol uygulamasinin, insan
kolon kanseri DLD1 ve HT29 hiicre hatlarinda hiicre 6liimiinii indiikledigini
[Trincheri et al., 2007], 6strojen pozitif (MCF-7) ve Gstrojen negatif (MDA-MB-231)

meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu gerilettigini [Su et al., 2007], B103



ndroblastoma hiicrelerinde mitokondriyal yolagi indiikleyerek hiicreleri apoptoza
gotiirdiigiinii [Rahman et al., 2012], MOLT-4 insan T-hiicre akut lenfoblastik 16semi
hiicrelerinde sag kalimi diisiirdigiinii, Bax, p53, p21lwaf pro-apoptotik faktorleri
arttirdigin1 ve PI3K-Akt aracili apoptoz yolagini indiikledigini [Cecchinato et al.,
2007] gostermistir.

Diger in vitro caligmalar resveratroliin doz ve zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonunda diisiise, kaspaz bagimli apoptozda artisa, Go/G; fazinda hiicre
siklusunda tutuklanmaya, kanser hiicresi biiylime faktorlerinin ifadesinde azalmaya
etkisi oldugunu gostermislerdir [Benitez et al., 2007].

Resveratroliin insan kan kanseri T24 hiicre hattinda Bcl-2 ailesi proteinlerini
diizenleyerek kaspaz 9 ve kaspaz 3’lin aktivasyonunu saglayarak apoptozu
indiikledigi ayrica p21°1 aktive edip siklin D1, siklin bagimli kinaz 4 ifadesini azaltip
retinoblastomay: fosforlayarak G1 fazinda tutuklanmaya yol agtigi rapor edilmistir
[Bai et al., 2010].

Yapilan calismalar resveratroliin, hiicrenin sag kalimini tesvik ettigini ve
yasam siiresini arttirdigin1 gostermektedir. Bu etkiler resveratroliin COX-1 (cyclo-
oxygenase-1), COX-2, NAD*-bagimli histon deasetilaz SIRT1 (sirtuin 1) ve QR2
(quinone reductase 2) gibi farkli enzimleri hedef alarak pleiotropik etkilesimler
sonucu meydana gelmektedir [Calamini et al., 2010]. Resveratroliin yiiksek ilgi
gosterdigi QR2 ise mitomycin C’nin prodrug aktivasyonunda Onemli rol
oynamaktadir [Jamieson et al., 2006].

Resveratrol, Helicobacter pylori’nin replikasyonunu inhibe ederek mide
kanserine kars1 korucuyu gorev yapmaktadir [Mahady and Pendland, 2000].

Resveratrol uygulanan bir¢ok hiicre tipi hiicre siklusunda tutulma, mitotik
inhibitdr p21’in birikmesi ya da tlimor baskilayici p53 ifadesinin artmasi seklinde
cevap vermistir. Prostat kanseri hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise
resveratrol indiiklii apoptozun p53 ve baskilanmis p21 proteini ifadesinden bagimsiz
oldugu rapor edilmistir [Xiangming et al., 2000], [Joe et al., 2002].

Bir¢cok calisma resveratroliin hiicresel sinyal yolagindaki etkisinin protein
tirozin kinaz (PTK), PKD, PKC, Akt/PKB, lkb kinaz ve siklin bagimli kinaz
aktivitelerini inhibe etmesiyle gerceklestigini gostermektedir [Slater et al., 2003].
PKC aktivitesinin inhibe edilmesi hiicrede antiproliferatif etki yapmaktadir. Gastrik

adenokarsinoma KATO-III hiicreleri ile yapilan ¢alismada resveratrol, PKC



aktivitesini inhibe ederek hiicrelerde antiproliferatif ve pro-apoptotik etkilere neden
olmustur [Atten et al., 2005].

Resveratroliin tolere edilmesi konusunda nadiren de olsa mide bulantist ve
hafif bag agrisiyla birlikte yliksek dozda kullaniminda diyare rapor edilmistir. Bu yan
etkiler giinliik tek doz kullaniminda meydana gelmektedir. Yapilan bir calisma bir
hafta boyunca giinde 2 kere 2000 mg resveratrol kullanim istatistiksel olarak klinik
bir etkiye sahip olmasa da bilirubin ve potasyum konsantrasyonunda artisa sebep
olmustur [La et al., 2010]. 4 hafta boyunca giinde 1000 mg’lik doz ise bilirubin
konsantrasyonunda degisiklige sebep olmamistir [Chow et al., 2010], [Chachay et al.,
2010].

Gilinlimiizde kanser ve insiilin duyarlilifi tizerine resveratrol kullanilarak
yapilan klinik ¢aligmalar sinirli olsa da genel saglik durumunun iyilestirilmesi ve
kronik hastaliklarin engellenmesi konusunda bircok ¢alisma yapilmakta ve
resveratrol kullanimi uygun bulunmaktadir [Wu et al., 2013].

Gilivenli ve uygun doz belirlenmesi iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. 8
saglikli insanda yapilan calismada giinde 2 kere yemekle birlikte 2000 mg kapsiil
alim1 sonucu resveratrol tolere edilebilmis fakat 8 kisiden 6’sinda diyareye sebep
olmustur [La et al., 2010]. 40 saglikli insanda yapilan baska bir ¢alismada ise giinde
6 kere 25, 50, 100 ve 150 mg’lik kapsiil kullaniminda tekrarlanan dozlar tolere
edilebilmis ancak resveratrol konsantrasyonu plazmada yiiksek seviyeye
¢ikamamistir [Almeida et al., 2009]. Yine 40 saglikli insan {izerinde denenen bir
calismada 29 giin boyunca giinde bir defa olmak tizere 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 g’lik
tabletler denenmis ve resveratroliin IGF-1 ve IGFBP-3’iin seviyesini diisiirdiigii
boylelikle kimyasal maddelerin zararlarimin engellenmesine katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Ayrica resveratroliin giivenli oldugu ama yiiksek dozlarda bazi
gastrointestinal semptomlara neden oldugu ve plazmadaki metabolitlerin normal
seviyeden fazla oldugu bildirilmistir [Brown et al., 2010]. Bir diger ¢alismada 40
saglikli insana giinliik tek doz olmak tizere 0.5, 1, 2.5 ve 5 g’lik kapsiiller verilmistir.
Bu calismada 5 g‘a kadar resveratrol aliminin glivenli oldugu, resveratroliin 1,5 saat
icinde kanda en yliksek degere ulastigi rapor edilmistir. Ayrica resveratroliin
viicuttan atiliminin hizli oldugu bu sebeple yiiksek dozdaki resveratroliin kimyasal

maddelere kars1 koruyu 6zelliginin yetersiz olabilecegi diisiiniilmektedir [Boocock et
al., 2007].

10



Kolon kanseri hastalariyla yapilan bir ¢alismada 80 g iiziim tozu (grape
powder) suda c¢oziilerek hastalara verilmistir. Bu diisiik dozda uygulama sonucu
resveratrol diger biyoaktif bilesiklerle birlikte hiicre dis1 sinyallerin hiicre
yiizeyindeki reseptorlere iletimini saglayan Wnt yolagini inhibe etmistir. [Nguyen et
al., 2009]. Kolon kanseri hastalariyla yapilan bir bagka ¢alismada ise hastalara 8 giin
boyunca 0.5 ve 1 g’lik dozlar uygulanmis ve timor hiicrelerinin proliferasyonunun
%5 geriledigi tespit edilmistir [Patel et al., 2011].

Birey sagligi agisindan yiiksek yag iceren bir beslenmede giinliik 240 ml
kirmizi sarap tiikketimi beslenmeye bagli endotelyal fonksiyon bozuklugunu
gidermektedir. Ayrica yiiksek miktarda resveratrol iceren kirmizi iiziim polifenol
ekstrakti kalp damar hastalarinin endotelyal fonksiyonunu iyilestirebilmektedir. Mor
lizim suyu tiiketilmesi trombosit kiimelenmesini ve siiperoksit {retimini

azaltmaktadir [Gresele et al., 2011].

2.3.2.2. Silimarin

Silybum marianum (Deve dikeni) bitkisinden izole edilen silimarin, antioksidan
Ozellik gosteren bir polifenolik flavonoid’dir [Singh and Agarwal, 2004]. Deve
dikeni bitkisinin tohumlar1 2000 yili askin siiredir Avrupa ve Asya’da hepatit ve
siroz gibi cesitli karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
yapilan ¢alismalar silimarinin anti-inflamatuar, anti-lipit, anti-karsinojenik etkilerini
ortaya koymasinin yani sira, membran stabilizasyonunu ve karacigeri koruyucu rol
oynadi@ini gostermistir [Ramasamy and Agarwal, 2008].

Silimarin; silibinin, izosilibinin, silidianin ve silichristin bilesenlerini
igermektedir. Silimarinin yaklasik %60-70’ini olusturan ana bileseni silibinindir
(Sekil 2.3), [Wu et al., 2009].
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Sekil 2.3: Silibinin kimyasal yapisi.

Birgok caligma silimarinin prostat, meme, ovaryum, kolon ve akciger gibi
farkli kanser tiirlerinde hiicre siklusunun G1/S fazinda tutukluga yol agarak hiicre
proliferasyonunu baskiladigin1i gostermistir [Agarwal et al., 2006], [Deep and
Agarwal, 2007], [Hogan et al., 2007].

Silibininin karsinogenezisi nasil engelledigine dair birgok mekanizma Gne
siriilmiistiir. Bu mekanizmalar arasinda tirozin kinaz reseptorii ve erbB1 sinyalinin
baskilanmasi, kanser hiicresinin biiylimesini inhibe eden ve hiicre siklusunun
ilerlemesinde sorun yaratan [Ahmad et al., 1998], [Zi et al., 1998], kanser
hiicrelerinin farklilagsmasini [Zi and Agarwal, 1999] ve anti-angiogenezisi indiikleyen
siklin bagimli kinaz inhibitérlerinin ifadelerinin artmasi yer almaktadir [Jiang et al.,
2000]. Onemli bir diger bulgu da silibininin birgok normal ve malignant hiicrede
farklilasmay1 etkileyen, apoptozu inhibe edebilen ve hiicrenin sag kaliminda rol
oynayan IGF (insiilin-like growth factor) sistemini modiile edebildigidir [Butt et al.,
1999], [Samani et al., 2004].

Prostat kanseri (PCA) ile yapilan bir ¢aligmada silibinin uygulanmas1 sonucu
mitojenik sinyallerin ve hiicre sag kalim sinyallerinin inhibisyonunu da i¢eren bir¢ok
molekiiler olayda degisiklik meydana geldigi tespit edilmis ve hayvan galismalarinda
toksik bir etkiye rastlanmamistir. Prostat tlimoérlerinde kullanilan ilaglar EGFR-,
IGFR-, ve NF-kB aracil sinyal yolaklarini segici olarak inhibe etmektedir. Ancak bu
sinyal yolaklar1 normal dokularin kontrollii biiyiimesi ve fizyolojisi i¢in gereklidir.
Bu nedenle silibinin normal prostat epitel hiicrelerinde denenmis ve bu hiicrelerin

bliylimesini etkilemedigi gosterilmistir [Singh and Agarwal, 2004].
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Insan karaciger kanseri hiicreleri ile yapilan bir calismada ise silibinin
uygulanmasinin, Ki-67 ifadesinde azalma, hiicre siklusunda G1-S gecisinde
tutuklanma ve apoptozun indiiklenmesi ile karaciger kanseri hiicrelerinin
bliylimesinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Silibinin bu etkilerinin, PTEN
(phosphatase ve tensin homolog) aktivitesini arttirip, p-Akt tretimini azaltarak
kanser gelisiminde gerekli olan PTEN/PI3K/Akt yolaginda degisime neden
olmasiyla sagladigi belirtilmektedir [Lah et al., 2007].

Zhang ve arkadaslari, Hela hiicre hattinda silibininin hiicre siklus
kinazlarindan CDK1 ve CDK2’nin ifadelerini azaltarak hiicre siklusunda G2/M
evresinde tutuklanmaya neden oldugunu ancak siklin A ve siklin B1 proteinlerinin
ifadesinde higbir degisik gézlenmedigini 6nemle vurgulamislardir. Ayrica, silibininin
Bcl-2/Bax oramini 6nemli Ol¢iide azaltarak mitokondri aracili, Fas ve Fas-L
ifadelerini arttirarak da Oliim reseptorii aracilt apoptotik yolagi indiikledigini
bildirmislerdir [Zhang et al., 2012].

Deve dikeni ekstrakti uzun yillardan beri hamile kadinlar, ¢ocuklar [Ladas et
al., 2006] ve diger yetiskinler tarafindan giivenli bir sekilde kullanilmaktadir. Hamile
kadinlarda giinde 560 mg, ¢ocuklarda mantar zehirlenmesi durumunda 20-50 mg/kg,
yetiskinlerde ise giinde 420 mg seklinde kullanilan dozlarda herhangi bir toksik etki
gorildigi bildirilmemistir [Allain et al., 1999].

2.4. Kanser Terapileri Sonras1 Hiicre Oliim Mekanizmalar

2.4.1. Nekrotik Hiicre Oliimii

Patolojik ve pasif bir hiicre 6liim sekli olan nekrotik hiicre 6liimii, hipoksi,
iskemi, toksik maddeler ve hiicresel hasar sonucu tetiklenir [Leist and Jaattela,
2001]. Morfolojik olarak, mitokondriyal ve hiicresel sisme, membran gegirgenliginin
artmasi ve sitoplazmik vakuollerin olusumu nekrotik hiicre 6liimiiniin en belirgin
ozellikleridir [Mehendale et al., 1994], [Edinger and Thompson, 2004]. Nekrotik
hiicre dliimiinde apoptozun aksine kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentleri
olusmaz. Niikleus sismistir ve bir biitiin halinde bulunur [Kitanaka and Kuchino,
1999], [Los et al., 2002], [Lockshin and Zakeri, 2004]. Plazma membrani

biitlinliigiinii kaybeder, hiicre siser patlar ve hiicre icerigi ortama salinir. Bu durum
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inflamasyonun uyarilmasina sebep olur [Edinger and Thompson, 2004].
Farmakolojik kaspaz inhibitorleriyle uygulanan kemoterapi, nekrotik hiicre 6liimiinii

indiikleyebilmektedir [Amaravadi and Thompson, 2007].

2.4.2. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin ¢ift membranh vezikiiller
icine alinmasinin ardindan bu vezikiillerin lizozomlarla birlesmesi ve burada yikima
ugratilmasidir. Uzun Omiirlii proteinler ve organeller otofaji sistemi tarafindan
parcalanirlar ve olusan yapi taslar1 hiicre kullanimi i¢in yeniden kazandirilir
[Ohsumi, 2001], [Shintani and Klionsky, 2004].

Aclik, hipoksi ve ¢esitli stres kosullar1 otofajik aktiviteyi uyarmaktadir [Shang
and Wang, 2011]. Yapilan ilk ¢alismalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre igi
molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim
ettigi bdylelikle hiicre homeostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu
gosterilmigtir [Ohsumi, 2001], [Shintani and Klionsky, 2004]. Son on yilda yapilan
calismalar ise otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre
farklilasmasi, yaslanma, hiicre oliimii ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak
hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur
[Shintani and Klionsky, 2004], [Mizushima et al., 2008]. Ayrica arastirmalar, otofaji
anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar gibi
onemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigini gostermektedir [Yang
and Klionsky, 2010].

Apoptozun miimkiin olmadigr durumlarda uyaricinin tiirii, siiresi ve miktari
gibi degiskenlere bagl olarak otofajik hiicre 6liimii meydana gelir. Oliim kaspazlara
bagli olmadigindan DNA fragmetleri ya da apoptotik cisimcikler olusmamaktadir.
Ayrica Oli hiicrelerin fagosite edilmesi de apoptoza gore ¢ok daha gec ve diizensiz
bir sekilde gerceklesir [Lockshin and Zakeri, 2007]. Klinik ¢alismalarda chloroquine
tiirevleri ile kombine edilen terapilerin otofajiyi indiikledigi bildirilmistir [Amaravadi

and Thompson, 2007].
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2.4.3. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptozis terimi (Yunanca: apo= ayr1 ve ptosiz= diisen) Olmekte olan
hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin baz alinmasiyla olusturulmustur. Bu ozellikler;
hiicresel biiziilme (kiigiilme), kromatin kondensasyonu, DNA fragmentasyonu, hiicre
membraninda ¢ikintilarin  olusmast ve membran fragmentasyonu ile apoptotik
cisimciklerin olusmasidir (Sekil 2.4), [Kerr et al., 1972], [Edinger and Thompson,
2004].

fosfotidilserinler membranin disina transloke olur. Fosfotidilserinlerin membran

Apoptozis sirasinda  hiicre membran1  asimetrisini  kaybeder ve

disina ¢ikmasit makrofajlara ‘beni ye’ sinyalini verir. Bu sekildeki hiicre o6liimii

inflamasyonu uyarmaz [Fadok et al., 2000].

kiigiilmeye baglar

olusur

Hicre apoptoz yolagna 0 DNA fragmentasyonu Membran fragmentasyonuyla
) girdiginde kromozom meydana gelir ve hiicre olugan apoptotik cisimler
kondanse olur ve hiicre membraninda gikintilar

fagositik hiicreler tarafindan
fagosite edilir.

oy Apoptotik
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Sekil 2.4: Apoptozda morfolojik 6zelliklerin degisim siireci.

Apoptozis ATP gerektiren, programlanmis hiicre oOliimiidir [Edinger and
Thompson, 2004]. Dissal ve igsel apoptozis olmak tizere iki farkli yolak vardir (Sekil
2.5). Biiyiime faktorii eksikligi, DNA hasari, oksidatif stres veya onkogen
aktivasyonu mitokondri zarinin gecirgenligini degistirerek hiicre ici stres sinyallerine
sebep olur. Mitokondri zarimin gecirgenliginin degismesi ile sitokrom c ve diger pro-
apoptotik proteinler ortama salinir. Sitokrom c’nin mitokondriden salinmasi, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinler igeren Bcl-2 protein ailesi tarafindan
diizenlenir [Wei et al.,, 2001]. DNA hasar1 veya hiicresel stres durumunda timor
baskilayici protein p53, proapoptotik Bcl-2 proteinlerinin transkripsiyonunu aktive
ederek hiicreyi apoptoza tesvik eder [Vousden and Lane, 2007]. Pro-apoptotik

proteinlerden Bax ve Bak mitokondride yetersiz ya da kusurlu (deficient) haldeyse
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sitokrom ¢ salinimi ger¢eklesmez [Wei et al., 2001]. Bax ve Bak proteinlerinin
mitokondri zarinda gegirgenligin indiiklenmesinde rol oynadigi disiiniilmektedir
[Kuwana et al., 2002]. Bax ve Bak proteinleri BH3 ailesi tiyeleri (Bid, Bim, Bad,
Noxa, Puma) tarafindan aktive edilir. Bu aktivasyon i¢in iki model Onerilmektedir.
Birincisi; birkag¢ peptid anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W,
Mcl-1) baglanarak bu proteinler lizerinde inhibe edici etki gostermektedir. Diger
gorlis ise BH3 proteinlerinin direkt olarak Bax ve Bak proteinlerine baglanarak
aktive ettigi yoniindedir [Letai et al., 2002], [Chen et al., 2005]. Mitokondriden
salinan sitokrom c, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9’a baglanarak apoptozom denilen yapiy1
olusturur. Pro-kaspaz 9 apoptozom i¢inde aktif hale gelerek efektor kaspazlarin
aktivasyonunu saglar [Stennicke et al., 1999], [Pop et al., 2006].

Fas, TNFo veya TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) gibi hiicre
dis1 ligandlar, reseptdrleriyle baglandiktan sonra hiicre i¢i 6liim bolgeleri olan FADD
(Fas associated death domain) ve TRADD (TNFR-1 associated death domain) ile
etkilesime girerler [Kischkel et al., 1995], [Nagata, 1997]. Bu 6lim bdolgeleri
prokaspaz 8 ve prokaspaz 10 ile birleserek 6liim indiikleyen sinyal kompleksinin
(DISC) olusumunu ve bu kaspazlarin aktivasyonunu saglar. Kaspaz 8 aktive olduktan
sonra efektor kaspazlari aktive eder ve apoptotik siirecin ilerlemesinde rol oynar.
Ayrica kaspaz 8, Bid proteinini aktif tBid formuna doniistlirerek hiicre i¢i ve hiicre
dis1 apoptotik yolaklarin ¢akigmasini saglar. Bel-2 protein ailesinden olan tBid, Bax
ve Bak proteinlerine bagli olarak gelisen mitokondriyal zar gegirgenliginin artmasini
dolayisiyla sitokrom c¢ salinimini indiikler [Boatright et al., 2003], [Donepudi et al.,
2003], [Bao and Shi, 2003].

Her iki apoptotik yolakta da hiicrenin degredasyonunu saglayan efektor
kaspazlar; kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7’nin aktivasyonu saglanir. Efektor
kaspazlarin aktivitesi IAP nin (apoptotik protein inhibitorii) durumuna baglidir [Roy
et al., 1997], [Eckelman and Salvesen, 2006]. IAP’ler dogrudan kaspazlara
baglanabilir ve kaspazlarin proteaz aktivitesini inhibe edebilirler. Bu durumda
mitokondriden serbest birakilan SMAC/DIABLO proteinleri sitosolde IAP’lere
baglanarak IAP’lerin kaspazlara baglanmasini engellerler. Yine mitokondriden
salinan serin proteaz HtrA2/Omi, [AP’leri aywrarak apoptozis lizerindeki baskisin
hafifletir ve apoptotik sinyali arttirir [Du et al., 2000], [Verhagen et al., 2000],
[Suzuki et al., 2001]. Mitokondriden salinan proapoptotik proteinlerden AIF
(apoptoz indiikleyen faktér), CAD ve endoniikleaz G de apoptotik siirecin
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tamamlanmasinda rol oynarlar. Endoniikleaz G kaspaz bagimsizdir ve kromatin
yogunlagmasina neden olur. Ayni sekilde kaspaz bagimsiz olan AIF niikleusa giderek
burada kromatin yogunlasmasina ve DNA fragmentasyonuna neden olur [Enari et al.,
1998], [Susin et al., 2000]. Hiicreler ¢ogalirken CAD, inhibitorii ile (ICAD)
kompleks halindedir. Apoptotik hiicrelerde aktiflesen kaspaz-3, ICAD’1 kirarak
CAD’1 serbest birakir. CAD ise kromozomal DNA’y1 parcalar ve kromatin
yogunlagmasina sebep olur [Sakahira et al., 1998].
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- Caspase-8
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Sekil 2.5: Apoptozisin molekiiler mekanizmasi.

2.4.3.1. Apoptozis Tayininde Kullanilan Yontemler

Apoptozis tayininde morfolojik goriintiileme yontemleri, immunohistokimyasal
yontemler, biyokimyasal yontemler, immiinolojik yontemler ve molekiiler biyoloji

yontemleri kullanilmaktadir.

2.4.3.1.1. Morfolojik Goriintiilleme Yontemleri

Hematoksilen ile boyama; hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k
mikroskobu ile incelenir. Hem hiicre kiltlirii c¢alismalarinda hem de doku

boyamalarinda  kolaylikla  kullanilabilir.  Hematoksilen  boyast  kromatini
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boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Iyi bir
boyama yapilmigsa hiicre kiigiilmesi veya sitoplazmik kiigiilme, kromatinin kondanse
olmast ve niikleus periferinde toplanmasi, niikleusun kiigiilmesi (pyknosis) veya
pargalara ayrilmasi gézlemlenebilir [Mountz and Zhou, 2001], [Web 1, 2012].

Giemsa ile boyama; hematoksilen ile boyamada oldugu gibi niikleus
morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler belirlenir. Sitoplazma sinirlari
hematoksilen boyamaya gore daha iyi segilebilmekle birlikte belirgin bir iistiinliigii
yoktur [Y1lmaz, 2005].

Floresan mikroskobu ile apoptoz tayininde, DNA’ya baglanabilen floresan
boyalar (Hoechst boyasi, DAPI ‘4,6-diamidine-2’-phenylindole, propidyum iyodiir,
akridin  orange, etidyum bromiir, FITC ‘fluorescein isothiocyanate’)
kullanilmaktadir. Canli ve olii hiicre ayrimini yapabilmek ic¢in tiim hiicreleri
boyayabilen bir boya ile sadece 6lii hiicreleri boyayabilen bir boya birlikte kullanilir.
Bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlasilabilir ama apoptozla veya
nekrozla Oliip 6lmediklerinin ayrimi yine nukleus morfolojisine bakilarak yapilir
[Ulukaya, 2003], [ Y1lmaz, 2005].

Elektron Mikroskobu ile apoptoz tayini; morfolojik degisikliklerin en dogru
gozlendigi yontemdir. Sitoplazmik kiiclilme, kromatin kondensasyonu ve
fragmentasyonu gozlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus
membraninin biitiinligiinin bozulup bozulmadig:r gibi detaylar da incelenebilir
[Doonan and Cotter, 2008].

Faz Kontrast Mikroskobu; sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, hiicreyi veya
hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Bu mikroskop ile apoptotik

hiicreler iizerinde gelisen cepgikler (blebs) izlenebilir [Giiles ve Eren, 2008].

2.4.3.1.2. Histokimyasal Yontemler

Annexin V Yontemi, normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
bulunan membran lipitlerinden fosfotidilserinler, apoptotik sinyal alindiginda hiicre
zarinin dis yliziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitlinliigiiniin
bozulmadig1 apoptotik hiicre oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. FITC

gibi bir floresanla isaretlenen Annexin V proteini, hiicre zariin dis yliziine transfer
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olan fosfotidilserinlere baglanarak apoptotik hiicrelerin tespit edilmesini saglar
[Bratton et al., 1997], [Zhang et al., 1997], [Gatti et al., 1998].

TUNEL Yontemi, DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar.
Apoptotik parcalanma sonucu DNA uclarinin terminal deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) kullanilarak yapilan isaretlenmesi esasina dayanir. Isaretleme ardindan yapilan
floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicrelerin belirlenmesini saglar
[Gavrieli et al., 1992], [Kressel and Groscurth, 1994], [EImore, 2007].

Kaspaz-3 Yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz-
3’0 kirrp kirmadigimin bilinmesi gerekmektedir. Ancak, bu bilinirse apoptotik

hiicreler bu metodla tespit edilebilirler [Overbeeke et al., 1998].
2.4.3.1.3. Biyokimyasal Yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi ise DNA fragmentasyonunun gosterilebildigi bir
baska yontemdir. Apoptoziste DNA, 180-200 baz ¢ifti ve katlar1 seklinde kirildig:
icin merdiven goriintiisii (ladder pattern) olusur.Bu durum apoptozun karakteristik
ozelligidir ve nekrozda goriilmez [Bortner et al., 1995], [Web 2, 2012].

Western Blot yonteminde yonteminde ise apoptoza 6zgii bazi proteinlerin (Bcl-
2) eksprese olup olmadiklarnin ya da kirtlip kirtlmadiklarinin (kaspaz-3) saptanmasi
mimkiindiir. Sitokrom c¢ salimmi da bu metodla belirlenebilir. Sitoplazmada
sitokrom ¢ bulunmasi halinde hiicrelerin apoptoza gittigi anlasilir [Giiles ve Eren,
2008].

2.4.3.1.4. Akan Hiicre Olger (Flow Cytometry)

Akan hiicre 6lgerde, tek tek hiicrelerden olusan hiicre siispansiyonu lazer 15181
ile aydimnlatilmakta olan bir bélmeden gecirilir ve gegerken verdikleri sinyaller
toplanarak analiz edilir [Dunphy, 2004], [Web 3, 2012]. Akan hiicre dlger; hiicrenin
bliytikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zelliklerinin yani sira, hiicreye baglanan cesitli

florokromlari da sinyal kaynagi olarak kullanabilir [Dunphy, 2004].
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Akan hiicre olger, 151k mikroskobu ile karsilastirildiginda ¢ok daha fazla
hiicreyi daha kisa zamanda degerlendirme firsat1 vermektedir. Akan hiicre Olger ile
ortalama 10000 hiicre 20 saniyede analiz edilebilmektedir [Taneli, 2007].

Akan hiicre 6l¢er; akis sistemi, optik sistem ve elektronik sistem olmak {izere 3

ana kisimdan olugmaktadir (Sekil 2.6), [Web 6, 2013].

Akig Sistemi
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Sekil 2.6: Tipik bir akan hiicre 6lcer cihazinin sematik gériiniimii.

Akis Sistemi, hiicrelerin tek sira halinde taginmasini saglayan bir kanal ve onu
cevreleyen sividan olusur. Akis sistemi ile lazer 1sinlar tek bir hiicreye diiser ve tek
hiicre analizi yapilir [Taneli, 2007], [Web 6, 2013].

Optik sistem, lazerlerden ve optik filtrelerden olugmaktadir. Lazerlerin sayisi,
optik filtreler ve dedektorler cihazin modeline gore degismektedir ve cithazin analiz
kapasitesini belirlemektedir [Karaboz vd., 2008], [Web 4, 2013]. Optik sistemde,
sacilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan floresan 15181 bir araya getirilir,
uygun dedektorler ve filtreler tarafindan farkli dalga boylarma gore ayrilarak
sinyallere doniistiiriiliir. Lazer 151n1 ile ayn1 yonde yayilan 1sinlar ileri sagilim kanal
dedektorii (FSC: forward scatter channel) yardimiyla toplanir ve hiicre biiylikligi
hakkinda bilgi alinir. Eksitasyon ¢izgisine yaklasik 90° ag1 ile yayilan 151k, yana

sacilim kanal dedektorii (SSC: side scatter channel) ile toplanir. Yana sagilim
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dedektorii, hiicrenin graniil icerigi ve i¢ yapisi ile ilgili bilgi verir. FSC ve SSC; kan
orneginde lenfosit, monosit ve graniilositleri birbirinden ayirmak i¢in temel analizi
olusturur [Web 6, 2013]. Hiicrenin spesifik bilesenlerini boyamak igin floresanla
isaretlenmis antikorlar  kullanilmaktadir. Bu maddeler florokrom olarak
adlandirilmaktadir. Degisik dalga boylarindaki floresan oOlgiimler hiicre ylizey
reseptorleri, sitokin ve DNA gibi molekiiller hakkinda bilgi verir [Deniz, 2007].
Akan hiicre olger yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre ylizeyi proteininin saptanmasi
miimkiindiir. FITC-Anneksin V, apoptotik siirecte hiicre zarinin dis yiizeyine transfer
olan fosfotidilserinlere baglanir ve apoptotik hiicrelerin analizini saglar [Overbeeke
et al., 1998], [Web 6, 2013].

Elektronik sistemde, 1s1k sinyalleri dijital sinyallere cevrilir ve veriler
bilgisayar sisteminde toplanarak yazilim programlari ile analizi yapilir.

Akan hiicre Ol¢erde analiz, hiicre/partikiil siispansiyonunun hazirlanmasi,
hiicrelerin monoklonal antikorla isaretlenmesi, cihazin kalibrasyonu, verilerin analizi

ve raporlanmasi asamalarini igermektedir [Web 6, 2013].

e Akan Hiicre Olgerde Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler farkli grafikler kullanilarak gdsterilebilir. Bunlardan bazilari
nokta alan grafikleri (dot-plot), kontur alan grafikleri, histogram, 3 boyutlu grafik,
bolgeler, kapilar ve istatistik olarak siniflandirilabilir [Web 6, 2013].

Nokta alan grafiginde her bir nokta tek bir hiicreyi gostermektedir. Bu grafikte iki
farkl floresan antikoru da tasiyan hiicreler belirlenir. Sag iist kadranda her ikisinin de
pozitif oldugu hiicreler, sag alt ve sol iist kadranda sadece tek bir floresan antikorunu
tagiyan hiicrelerin oldugu bolgeler bulunur. Sol alt kadranda her iki floresan antikoru

da tasimayan hiicreler vardir (Sekil 2.7), [Ozdemir ve Artag, 2013].
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Sekil 2.7: Nokta alan grafigi.

Kontur alan grafikleri, benzer sayidaki hiicreleri gosteren noktalarin gizgisel
olarak birlestirilmesiyle olusur. Histogramda y ekseni hiicre sayisini, x ekseni analizi

yapilan tek parametrenin floresan yogunlugunu ifade etmektedir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Histogram grafigi.



Bolgeler, histogram ve nokta alanlar i¢inde populasyon alt gruplarinin istatistigini
yapmak i¢in kullanilirlar [Web 6, 2013]. Kapilar, FSC/SSC grafiginde analiz edilmek

istenen bolgenin segilmesine kapilama denir [Ozdemir ve Artag, 2013].
2.5. Okaryotik Hiicre Dongiisii

Okaryotik hiicre siklusu, cogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen ve
bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir
siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Siirekli boliinen hiicrelerde hiicre siklusu mitozdan
sonra G1-S-G2 ve M seklinde tekrarlanmaktadir (Sekil 2.9). Bu siiregte hiicre
boliinme sinyali almakta ve bliylime meydana gelmektedir. Hiicreler boliinme sinyali
almadiklar1 siirece dinlenme evresinde (G0) durmaktadir. G1 evresinde hiicreler
cevrelerini kontrol etmekte, sinyalleri almakta ve biiylimeyi uyarmaktadirlar. Bu
evrede DNA sentezi i¢in hazirlik yapilmakta ve RNA ile protein sentezi
gerceklesmektedir. S evresinde DNA sentezlendikten sonra G2 evresinde hiicre
biiylimeye devam etmektedir. Ayni zamanda RNA sentezi, protein sentezi
gerceklesmekte ve hiicre mitoza hazirlanmaktadir [Alarcon et al., 2004]. Mitoz
evresinde ise kendini esleyen kromozomlarin her birinin yavru hiicreye esit dagilimi

gerceklesmektedir [Nurse, 1994].
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Sekil 2.9: Hiicre siklusu.

Hiicre siklusu G1 ve G2 evrelerinde bulunan kontrol noktalar1 (check points)

tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 2.10). G1 kontrol noktasi (restriksiyon noktasi),
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hiicre biiyiikliigi ve DNA hasarma karst duyarlidir. G1 tutuklanmasi DNA
replikasyonunun yapilacagi S evresine girmeden Once hatanin onarilmasina izin
verir. G2 kontrol noktasi, replike olmamis ve hasarli DNA’ya duyarhdir.
Replikasyon tamamlanmadan veya DNA tamir edilmeden mitoza gecise izin
verilmez. Kontrol noktasinda hiicre ya GO evresine donecek ya da siklusu
tamamlayacaktir [Alarcon et al., 2004]. Ancak Chkl proteininin kusurlu oldugu
durumda DNA onarilmadan ya da replikasyonu tamamlanmadan mitoz evresine
gecis olabilir. Bu durum ‘prematiire mitosis’ olarak adlandirilmaktadir [Niida et al.,

2005].

Replikasyonu
tamamlanmamis veya 1814
hasarli DNA

Kromozomlarin yanlig
dizilimi

Hasarli DNA
Hasarli DNA

Sekil 2.10: Hiicre siklusu kontrol noktalari.

Hiicre siklusunda evreler arasi gecis ve siklusun tamamlanmasi bazi protein
gruplan tarafindan kontrol edilir (Sekil 2.11). Bunlar, siklin proteinleri ve siklin
bagimli serin-threonin protein kinazlardir (CDK) [Morgan, 1995]. CDK’lar herhangi
bir siklinle birlesmedigi siirece hicbir katalitik aktivite gostermez. CDK-siklin
kompleksinin diizenleyici kismini siklinler, katalitik kismini ise CDK’lar olusturur.
CDK-siklin kompleksi, hiicre siklusuna katilan ¢esitli proteinlerin fosforilasyonuna
ya da defosforilasyonuna yol agarak onlarin aktivitelerini diizenlerler. CDK’lar,
hiicre siklusu sirasinda diizenli olarak fakat inaktif formda iiretilmektedir. Siklinler,
hiicre siklusunun farkli evrelerinde sentezlenmekte ve CDK’lar1 aktive etmektedirler.

Siklinler ve CDK’larin farkli kombinasyonlari hiicre siklusundaki 6nemli gegislerde

24



rol almaktadir [Pines, 1991]. Siklin D1, Siklin D2 ve Siklin D3 olmak {iizere ii¢ tip D
siklini bulunmaktadir. Bu siklinler CDK4 ve CDK6’ya baglanip hiicrenin G1
evresine girmesini saglarlar [Sherr, 1994]. D siklinleri diger siklinlerden farkli olarak
sadece biiyiime sinyali alindiginda sentezlenen siklinlerdir [Assoian and Zhu, 1997].
Diger bir G1 siklini olan Siklin E, CDK2 ile birleserek G1 evresinden S evresine
gecisi diizenler [Ohtsubo et al.,, 1995]. Olusan SiklinD/CDK4, SiklinD/CDK6 ve
SiklinE/CDK2 kompleksleri S evresine geciste rol oynayan E2F transkripsiyon
faktoriine baglanarak inaktivasyonuna yol agan tiimor baskilayici retinoblastoma
proteinini (pRDb) fosforlar ve E2F transkripsiyon faktoriiniin serbest kalmasiyla
siklusun devam etmesi saglanir [Harbour and Dean, 2000], [Bell and Dutta, 2002],
[Cam and Dynlacht, 2003].

S evresinden G2 fazina gecis Siklin A’nin CDK2’ye baglanmasiyla
gerceklesmektedir [Girard et al., 1991], [Walker and Maller, 1991]. Geg¢ G2 ve erken
M evrelerinde Siklin A, CDK1 ile kompleks olusturarak M evresine girisi tesvik
eder. M evresi Siklin B ve CDK1 kompleksi tarafindan diizenlenir [Arellano and
Moreno, 1997].

Anafaz ilerletici kompleks
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7<) yikimi

Aktif mitotik CDK-Siklin

V7~
G 7 Y
@@ @) .- e \_J
May >
S ATP é
/’[/\.’\T —

Mtotic

cyclin,

Klnazlar \ / S M A \/' QcD
Metafaz Anafaz \ ,\
gegisi \
| \
1 G2M e
Cd| ! \ “
\ \ \ Restriksiyon | /
v /\\.\ Noktasi N
/
/
‘ A/ /
S =

@ Aktif G1 CDK-Siklin

//7 )
//[ <> G1 siklinlerinin yikimi
& )

Sekil 2.11: Hiicre siklusunun diizenlenmesi.
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Siklin baglanmasia ek olarak, CDK’larin aktivasyonu korunmus tirozin ve
threonin rezidiilerinin fosforilasyonu tarafindan da diizenlenir. CDK1’in tamamen
aktive olmasi igin threonin 160 rezidiisiinden fosforlanmasi gerekir (Sekil 2.12). Bu
fosforlanmalar konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek siklinlerin baglanmasini
arttirict etki yapar [Jeffrey et al., 1995], [Paulovich and Hartwell, 1995]. Buna
karsilik Weel ve Mytl proteinlerinin CDK1’i tirozinl5 ve threonin14 rezidiilerinden
fosforlamasi ise CDK1’in inaktivasyonuna yol acar. CDK1’in aktive olmasi ve hiicre
siklusunun ilerlemesi i¢in cdc25 tarafindan defosforilasyonu gerekmektedir [Lew
and Kornbluth, 1996].

1. Siklinlerle Birlesme

4. CDK inhibitorleri ile
birlesme

2. 160. pozisyonda
bulunan threonin
rezidUsuniin aktive edici
fosforilasvonu

Sekil 2.12: Siklin bagimli kinazlarin aktivasyonu ve inhibisyonu.

Sekil 2.12° de goriildiigli gibi CDK aktivitesi, siklin bagimli kinaz
inhibitorlerinin  (CKI) direkt CDK’lara ya da Siklin/CDK kompleksine
baglanmasiyla da inhibe edilebilir. CDK inhibitorleri iki gruba ayrilir [Sherr and
Roberts, 1995]. Birinci grup INK4 ailesidir ve p15, p16, p18 ve p19 proteinlerini
igerir. Bu proteinler G1 evresinde gorev alan CDK4 ve CDK6’ya baglanarak Siklin
D ile birlesmesini engellerler [Carnero and Hannon, 1998]. ikinci inhibitér grup ise
Cip/Kip ailesidir ve p21, p27 ve p57 proteinlerini icerir. Bu inhibitdrler CDK/Siklin
komplekslerini inhibe ederler. Ozellikle G1 evresindeki CDK/Siklin komplekslerini
ve mitoza giriste rol oynayan CDK1/Siklin B kompleksini inhibe ederler [Hengst and
Reed, 1998]. Siklin bagimli kinaz inhibitorleri icerden ve disardan gelen sinyaller

tarafindan diizenlenirler. Tiimdr baskilayic1 p53 geni p21 geninin transkripsiyonunu
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diizenleyebilir. p21 geninin promotoru p53 baglanma bdlgesi icerir ve bdylelikle
p53, p21 geninin transkripsiyonunu aktive edebilir. p53, p21 geninin
transkripsiyonunu arttirarak hiicre siklusunun durdurulmasini saglar ve hasarl
DNA’nin replike olmasini engeller [el Deiry et al., 1993].

G1/S kontrol noktasinda DNA hasar1 gergeklestiginde G1 fazinda durdurulma
pS3 tarafindan indiiklenir. Genellikle p53 hiicrede diisiik seviyede bulunur ancak
DNA hasarmin gergeklesmesi p53 aktivitesini indiikler [Levine, 1997]. p53; Mdm2,
p21 ve Bax genlerinin transkripsiyonlarini uyarici etki yapar [Agarwal et al., 1998].
p21’in indiiklenmesi CDK’nin inhibisyonuna buna bagl olarak da hiicre siklusunun
tutuklanmasina ve hasarli DNA’nin replikasyonunun engellenmesini saglar. Mdm?2,
p53’iin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Mdm2, p53’e baglanarak p53’iin
tibikiitinasyonla proteolitik yikimima katkida bulunur [Oren, 1999]. Ayrica p53,
hasarli hiicrenin 6lmesi igin apoptotik yolakta gorev alan genlerin (6r: Bax)
aktivasyonunu indiikler [Gottlieb and Oren, 1998]. ilaveten ATM ve ATR ad1 verilen
protein kinazlar DNA hasar1 durumunda p53’ii fosforlayarak p21 transkripsiyonunun
bloklanmasina neden olurlar [Siliciano et al., 1997].

G2 evresinde DNA hasar1t meydana geldiginde p53 olsa da olmasa da hiicre
siklusunda tutuklanma gergeklesir. Mitoza giris, CDK1’in fosforlanarak inhibe
edilmesi veya CDK1/Siklin B kompleksinin birbirinden ayrilmasiyla engellenir.
CDK1/Siklin B kompleksi, Cdc25’1 fosforlayan, DNA hasari durumunda aktif hale
gelen ATM bagimli protein kinazlardan Chk1 ve Chk?2 tarafindan birbirinden ayrilir
(Sekil 2.13), [Sanchez et al., 1997], [Zeng et al., 1998].
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Sekil 2.13: Hiicre siklusunda G2/M gegisi.

M evresi kontrol noktasinda, kromozomlarin ig ipliklerine tutunup
tutunamadigi kontrol edilir. Mitotik tutuklanma, anafaz baslatict kompleks (APC)
tarafindan kontrol edilir. Anafaz baslatici kompleks, kardes kromotidlerin metafaz
sirasinda  biraraya gelmesini engelleyen inhibitorlerin  proteolizini saglayip
metafazdan anafaza gecisi diizenler. Eger hatali bir dizilim varsa Mad ve Bub
proteinleri anafaz baslatici kompleksin alt birimi olan c¢dc20’yi inaktive ederek
metafazdan anafaza gecisi engeller [Fang et al., 1998], [Amon, 1999].

Hiicre siklusu dagilimi, akan hiicre dlger kullanilarak saptanabilmektedir. Bu
yontemde hiicreler DNA’ya baglanabilen (6r: propidyum iyodiir) bir boya ile
boyanmaktadir. Kullanilan boyanin yaydigi floresan akan hiicre 6lcer histograminda
degerlendirilir ve hiicrenin, siklusun GO/G1, S ve G2/M evrelerindeki DNA miktari
saptanir [Baez et al., 1996].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

DMEM Low Glucose (HyClone), Fetal Bovin Serum (HyClone), 10X PBS
Dulbecco’s (PANBIOTECH), Penisilin/Streptomisin (HyClone), Tripsin-EDTA
(HyClone), The CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit
(Promega), FITC Annexin V Apoptosis Kit | (BD Pharmingen), Ethanol (Merck),
Resveratrol (Sigma - Aldrich), Silymarin (Sigma - Aldrich), RNase A (Applichem),
Triton X-100 (Fisher Chemical), Propidium lodide (BD Pharmingen).

3.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (Thermo Forma), Isik mikroskobu (Optech Inverted
Microscope), Sicak su banyosu (Niive), 2-200 ul Mikropipetor ve uglart (Gilson),
200ul Multi pipetor (Gilson), Elisa Reader (Thermo Varioskan Flash), Santrifiij
(Beckman Coulter microfuge 18, Niive NF 800), Laminar kabin (Herasafe), Otoklav
(Hirayama, Hiclive, HVE-50), Akan Hiicre Olger (Beckman Coulter Cytomics FC
500), Buzdolab1 (+4°C, -20°C ve -80°C derin dondurucu), Sivi azot tanki (Union
Carbide), Manyetik karistirict (Isolab),Vorteks (VWR), Pipet tabancasi, ELISA
plaklar1 (Tpp), Kiiltiir kaplar1, 15ml ve 50ml santrifiij tiipleri, Dondurma tiipleri, 0.22
um’lik siringa filtresi, Enjektor (5-20cc), Petri kaplari, Thoma lami (Burker-Turk),
Cam pipet ve pastor pipetleri (Iso-Lab), 0.22 pm’lik 150 ml hacimli vakum filtresi
(Nalgene), V-sekilli hiicre soliisyonu kiivetleri, 1.5-2 ml’lik ependorf tiipleri (VWR).

3.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

¢ DMEM Besiyeri
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenip pH 7.2 -

7.4’e ayarlanmistir. Besiyeri 4°C’de saklanmistir.
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¢ 1X PBS (Phosphate Buffered Saline)
10X PBS, 0,22um por caplt filtreden gecirilen steril distile su ile %10
seyreltilmistir. 1X PBS, 4°C’de saklanmistir.

¢ 1X Tripsin-EDTA Soliisyonu
10X Tripsin-EDTA, 1X PBS ile %10 seyreltilmistir. Tripsin-EDTA, -20°C’de

saklanmustir.

¢ Ethanol (%70’lik)
%99’luk stoktan alinan 70ml ethanole 30ml distile su eklenerek -20°C’de

saklanmistir.

e Ethanol (%0,25’lik)

5ul ethanol besiyeri ile 2ml’ye tamamlanmastir.

e Triton X-100 (% 0,1)
30pul Triton X-100, 1X PBS ile 30ml’ye tamamlanmugtir.

e Resveratrol (Mw: 228,24g/mol)
Smg resveratrol tartilarak 273ul ethanol ile konsantrasyonu 80mM’a

ayarlanmugtir.

¢ Resveratrol (200uM)
80mM’lik resveratrol soliisyonundan Spl almip besiyeri ile  2ml’ye

tamamlanmaistir.

e Resveratrol (100 uM)
80mM’lik resveratrol soliisyonundan 10ul almip 10pul etanol ile seyreltilmistir.

Hazirlanan soliisyondan Sul alinip besiyeri ile 2ml’ye tamamlanmuistir.

e Silimarin (Mw: 482,44g/mol) Stok

5mg silymarin tartilarak 129pl ethanol ile konsantrasyonu 80mM’a ayarlanmigtir.
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e Silimarin (200 uM)

80mM’lik silymarin soliisyonundan Sul alinip besiyeri ile 2ml’ye tamamlanmustir.

e Silimarin (100 uM)
80mM’lik silymarin soliisyonundan 10ul almip 10pl etanol ile seyreltilmistir.

Hazirlanan soliisyondan Sul alinip besiyeri ile 2ml’ye tamamlanmaistir.

e Resveratrol (100 uM)+Silymarin (100 uM)
80mM’lik resveratrol ve silymarin soliisyonlarindan 2,5ul alinip besiyeri ile

2ml’ye tamamlanmuistir.

¢ 1X Baglanma Tamponu (Binding Buffer)
10X baglanma tamponundan 1 ml alinarak toplam hacim steril distile su ile 10

ml’ye tamamlanmustir.

3.2. Yontem

Bu bolimde Huh7 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan protokoller, alt
kiiltiirleme, hiicrelerin  dondurularak  saklanmasi, dondurulmus hiicrelerin
¢oziilmesindeki protokoller, in vitro resveratrol ve silimarin uygulamalar ile bu
uygulamalarin sitotoksik etkisi, hiicre oliim mekanizmalar1 ve hiicre siklusu

dagiliminin belirlenmesinde kullanilan yontemler anlatilmistir.

3.2.1. Hiicre Kiilturi

Resveratrol ve silimarinin in vitro kosullarda etkisini incelemek i¢in karaciger
kanseri hiicre hattt Huh7 kullanilmigtir. Huh7 hiicre hatti, Gebze Yiiksek Teknoloji
Enstitiisiit Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liim Baskani Prof. Dr. Tamer YAGCI

araciligiyla saglanmstir.

3.2.1.1. Alt Kiiltiirleme

Deneylerimizde kullandigimiz Huh7 hiicreleri cam ya da plastik yiizeye
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yapisarak biiyliyen immortal (6liimsiiz) hiicrelerdir. Devamli hiicre hatlari, kiiltiirdeki
substratin tamamin tiikettiginde alt kiiltiirleme yapilmasi gerekir. Kiiltlir flaskina
yapisan hiicreler ile substratin arasindaki kollajen bagi tripsin, kollajenaz gibi
enzimler araciligryla kirilarak hiicre, nazik bir sekilde pipetlenerek kiiltiir flaskindan
kaldirilir. Hiicre siispansiyonu daha sonra uygun seyreltme yapilarak baska bir kiiltiir
flaskina aktarilir.

Huh7 hiicre hatt1 i¢in yapilan alt kiiltiirlemede izlenen protokol su sekildedir:

o Kiiltiirdeki besiyeri uzaklastirilir.

¢ 1 X PBS ile yikama yapilir.

¢ PBS uzaklastirildiktan sonra hiicre yiizeyini kaplayacak kadar 1X Tripsin-EDTA
eklenir ve enzimin aktivite gostermesi i¢in hiicreler 37°C’de, %5 CO;
inkiibatoriinde Sdakika inkiibe edilir.

eTaze besiyeri kullanilarak enzimatik reaksiyon durdurulur ve hiicre
slispansiyonu santrifiij tiiplerine alinir.

¢ 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatant uzaklastirilir, pellet besiyeri ile siispanse edilir ve hiicre sayimi
yapilir.

e Taze besiyeri iceren kiiltiir flasklarina, 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre
ekimi yapilir ve hiicreler %5 CO2, %95 hava igerigine sahip, nemli CO;
inkiibatoriinde, 37°C’de biiyiitiiliir.

e Pasajlama 96 saatte bir tekrarlanir.

3.2.1.2. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Dondurulmus
Hiicrelerin Coziillmesi

Alt kiiltiirleme kisminda bahsedildigi gibi hiicreler tripsinle kaldirilip santrifiij
edildikten sonra siipernatant uzaklastirilir. Pellet, %10 DMSO iceren FBS ile 10°
hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilir. Hiicre siispansiyonundan 1’er ml alinip
2ml’lik dondurma tiiplerine koyulur. Hiicreler 24 saat boyunca -80°C’de inkiibe
edildikten sonra ileride ¢o6zilerek kullanilmak tizere -196°C’deki sivi  azot
tanklarinda depolanmastir.

Dondurulmus hiicreleri ¢6zme islemi hiicreler bekletilmeden hizli bir sekilde

gerceklestirilmistir. Hiicreler, lizerlerine sicakligi 37°C’ye getirilmis taze besiyeri
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ilave edilerek ¢oziiliip santrifiij tiibiine alinmistir. 1000rpm’de 5 dakika santrifiij
edilip DMSO’nun uzaklastirilmasi saglanmistir. Taze besiyeri ile siispanse edilen
hiicreler 25cm?’lik kiiltiir flaskina ekilmistir. Daha sonra kiiltiir flaski %5 CO,, %95
hava igerigine sahip, nemli CO> inkiibatoriinde, 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler
flask ylizeyine yapistiktan sonra besiyeri degistirilerek hiicrelerin konfluent (yiizeyi

yaklasik %90 kaplamasi) hale gelene kadar 96 saat aralikla besiyeri degistirilmistir.

3.2.1.3. Hiicre Sayim

Calisma boyunca canli hiicrelerin sayisini belirlemek igin hasat ve santrifiij
islemleri ardindan elde edilen pellet, besiyerinde siispanse edildikten sonra
siispansiyondan 20 pl alinarak hiicre sayim lamma (Thoma lami) aktarilmistir.
Thoma laminda 16 biiyiik kare, her bir karede ise 25 kiigiik kare olmak iizere toplam
400 adet kiiclik kare bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilir. Bir kiiglik kare
olarak belirtilen kare prizmanin hacmi 0,00025 mm?>’tiir. Toplam sayim alaninin
hacmi ise 0,1 mm®tiir. Thoma laminda sayim, 16 biiyiik karede sayilan hiicre adedi
ile seyreltme faktoriiniin (SF) ¢arpilmasiyla hesaplanir. 0,1 mm®deki sayim sonucu
10000 ile ¢arpilarak 1 ml’deki sayiya doniistiiriiliir ve standart sonug elde etmek i¢in
kullanilan bir degismezdir. Thoma laminda biiyiik kare sinirlar1 ara ¢izgi olarak
adlandirilan ve her 4 kii¢iik kareyi ortasindan bolen bir ¢izgi ile belirlenir. Ara ¢izgi
ile 25 kii¢iik kareden olusan biiyiik kare alan1 belirlenmesi zor olursa pratik olarak
ara gizgiler arasinda kalan 16 kiigiik kare bir bilyiikk kare olarak nitelendirilebilir.
Ancak bu sekilde toplam 400 kiigiik kare yerine 256 kiigiik karede sayim yapildigi
i¢cin yukaridaki anlatildig: sekilde bulunan sonug 1,5625 ile carpilarak 1 ml’deki say1
bulunur [Web 5, 2013].

3.2.2. In vitro Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar:

Calismamizda ticari olarak satin alinan resveratrol ve silimarin tek basina ya da
kombinasyon seklinde Huh7 hiicrelerine uygulanmis, 24 saat ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinin ardindan sitotoksik etkiyi belirlemek iizere MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) boya indirgeme yontemi kullanilmigtir. Hiicrelerin hangi yolla 6ldiigiini
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ve hiicre siklus fazlarindaki dagilimin1 saptamak icin ise Akan hiicre 6lger (Flow
Cytometry) cihazi kullanilarak uygulama yapilan hiicreler analiz edilmistir.

Tez galismasinda 96 kuyulu plaklara, plagin bir kuyusunda 5x10° hiicre/100 ul
olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler lag fazmma geldiginde c¢esitli
konsantrasyonlarda in vitro resveratrol ve silimarin ile kombinasyonlari
uygulanmistir. Resveratrol ve silimarin konsantrasyonlari 100 uM ve 200 uM olmak
tizere altili tekrarlar halinde hiicrelere tek basma ve 100 uM resveratrol+100 uM
silimarin olmak tizere ikili kombinasyon halinde uygulanmistir. Ayrica resveratrol ve
silimarini ¢ozmekte kullanilan %0,25°lik etanol ¢o6zeltisi de sitotoksisitesi
belirlenmek tizere hiicrelere uygulanmstir.

Hiicrelere madde uygulamasindan sonra, 96 kuyulu plaklar 24 saat ve 48 saat
%5 COy, %95 hava igerigine sahip, nemli CO; inkiibatoriinde, 37°C’de inkiibe

edilmistir.

3.2.2.1. Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar1 Sonrasi Hiicre
Morfolojisinin Incelenmesi

Resveratrol ve silimarin ile kombinasyonlarinin Huh7 hiicre hattindaki etkisini
saptamak i¢in 96 kuyulu plaklara 5x10° hiicre ekilmis 24 saat sonra madde
uygulanmistir. Hiicrelere 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda resveratrol ve
silimarin ile 100 uM resveratrol+100 uM silimarin kombinasyonu uygulanmis 24
saat ve 48 saat sonunda mikroskop altinda 40X’lik biiyiitmede hiicrelerin fotograflar

cekilmistir.

3.2.2.2. Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar1 Sonrasi1 Hiicre
Canlihginin incelenmesi

Canl1 hiicrelerin sayisini belirlemede kullanilan, renge dayali bir yontem olan
hiicre proliferasyon analizi, Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega) protokolii uygulanarak belirlenmistir. Bu yontem tetrazolyum
bilesigini (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS) ve elektron tasiyici olarak enzimatik
reaksiyonlarda gorev alan PMS (phenazine methosulfate) belirtecini igerir. MTS,

metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimi tarafindan
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besiyerinde ¢ozilinebilen formazan iiriiniine doniistiiriiliir. Olusan formazan {iriiniiniin
miktar1 490 nm’de o6lgiiliir.

96 kuyulu plagin her bir kuyusuna 20 ul MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) eklenmis ve plaklar
37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu deneyde canli ve aktif hiicreler tarafindan
tetrazolium bilesigi metabolize edilir ve renkli bir iirlin olan formazan olusur. Bu
renk degisimi 2 saat sonra Elisa okuyucusunda, 490 nm dalga boyunda absorbans ile
belirlenmistir.

Tez galismasinda, her bir resveratrol ve silimarin uygulamasi altili tekrarlardan
olusan ve birbirinden bagimsiz ilicer kez tekrarlanan deneyleri i¢ermektedir.
Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu konsantrasyonlarina
bagli absorbans degisimi grafikleri, 490 nm’de okunan absorbans degerlerinin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanarak olusturulmustur. Hiicre canliliginda
azalmanin yiizde olarak ifade edildigi grafiklerde ise sag kalim, resveratrol ve
silimarin uygulanmis hiicrelerin absorbans degerleri ortalamalarinin, resveratrol ve
silimarin uygulanmamis kontrol hiicrelerinin absorbans degerleri ortalamasina

boliinmesi ile elde edilmistir.

3.2.2.2.1. 1Csy Degerinin Hesaplanmasi

Belirli konsantrasyonlarda resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulandiginda hiicrelerin % 50’sinin proliferasyonunu inhibe eden

ICs0 degeri % sag kalim grafiklerinden faydalanilarak hesaplanmustir.

3.2.2.3. Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar1 Sonrasi Hiicre
Siklusu Dagiliminin Belirlenmesi

Tez  calismasinda  resveratrol, silimarin  ve  resveratrol/silimarin
kombinasyonunun hiicre siklusu dagilimi iizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicre
siklusu dagilimi, Beckman Coulter Cytomics FC 500 Akan hiicre dlger cihazi ile
belirlenmistir.

Huh?7 hiicreleri 6 kuyulu plaklara ikiser tekrar halinde her kuyuda 10 hiicre/ml
olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 ve 48 saat boyunca plaklar %5 CO,, %95 hava

igerigine sahip, nemli CO; inkiibatoriinde, 37°C’de hiicrelerin lag fazina gelmeleri
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beklendikten sonra resveratrol ve silimarin konsantrasyonu 100 puM ve 200 pM,
resveratrol/silymarin kombinasyonu ise 100 pM resveratrol+100 uM silimarin
olacak sekilde uygulanarak ayni sartlarda tekrar inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlarin ardindan plaklardaki besiyeri uzaklastirilmistir. 37°C su
banyosunda 1sitilan 1 ml 1X PBS ile hiicreler yikandiktan sonra her kuyuya 250 pl
Tripsin-EDTA eklenmistir. 37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeyden
kalkmas1 saglanmis, 37°C su banyosunda 1sitilan 1 ml besiyeri (DMEM) ile toplanan
hiicreler ayr tiiplere alinarak 1400 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra hiicrelere 2ml %70’lik soguk etanol eklenip nazikg¢e siispanse
edilmistir. Fikse edilen hiicreler 4°C’de saklanmigtir. Akan hiicre dlger analizi i¢in
fikse edilen hiicreler 1400rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve etanol
uzaklagtinnlmistir. Calismada akan hiicre Olgerde hiicre siklusu dagiliminin
belirlenmesi i¢in DNA bazlarina interkalasyon yapan Propidyum Iyodiir (BD
Pharmingen), hiicre membraninin bitiinliigiinii bozmak i¢in Triton X-100 ve
propidyum iyodiiriin RNA’ya baglanmasini 6nlemek i¢in RNase kullanilmistir.
Hiicreler, %0,1 Triton X-100, RNase ve 5ul Propidyum Iyodiir ile hazirlanan
soliisyonla karanlikta 37°C’de 1,5 saat inkiibe edildikten sonra akan hiicre olger

cihazina yerlestirilip okuma yapilmistir.

Hiicre sayisi

Pl yogunlugu

Sekil 3.1: Hiicre siklusu dagilima.
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3.2.2.4. Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar1 Sonrasi Apoptoz
Tayini

Tez c¢alismasinda, hiicre canliligi deneylerinde resveratrol, silimarin ve
resveratrol/silimarin kombinasyonunun gosterdigi  sitotoksik etkinin apoptozisi
indiikleme potansiyelleri incelenmistir. Apoptozis tayininde Beckman Coulter
Cytomics FC 500 Akan hiicre olcer cihazi kullanilmistir.

Apoptozise giden hiicrelerde membranin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserinler
membranin dis kismina transfer olmaktadir. FITC-Anneksin V, membranin dis
kismmna go¢ eden fosfotidilserinlere baglanarak apoptozis ile o6len hiicrelerin
yiizdesini saptar. Calismada akan hiicre 6l¢erde apoptoz analizi i¢in “FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen)” kullanilmis ve Onerilen protokol
uygulanmistir. Huh7 hiicreleri 6 kuyulu plaklara ikiser tekrar halinde her kuyuda 10°
hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 ve 48 saat boyunca plaklar %5 COp,
%95 hava igerigine sahip, nemli CO; inkiibatoriinde, 37°C’de hiicrelerin lag fazina
gelmeleri beklendikten sonra resveratrol ve silimarin konsantrasyonu 100 pM ve 200
UM, resveratrol/silymarin kombinasyonu ise 100 uM resveratrol+100 pM silimarin
olacak sekilde uygulanarak ayni sartlarda tekrar inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlarin ardindan plaklardaki besiyeri uzaklastirilmistir. 37°C su
banyosunda 1sitilan 1 ml 1X PBS ile hiicreler yikandiktan sonra her kuyuya 250 pl
Tripsin-EDTA eklenmistir. 37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeyden
kalkmasi saglanmis, 37°C su banyosunda 1sitilan 1 ml besiyeri (DMEM) ile toplanan
hiicreler ayr1 tliplere alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilmis ve pellete 1 ml soguk 1X PBS eklenerek nazikge siispanse edilmistir.
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilmiis ve pellete 100
ul 1X baglanma tamponu (binding buffer) eklenmistir. Hafif¢e sallanarak siispanse
olmas1 saglanmis, biitlin tiiplere sirayla 5 pul Annexin V ve 5 pl PI (Propidium
Iodide) eklenmis ve hafifge sallanmistir. 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra
biitiin tiiplere 400’er pul 1X baglanma tamponu eklenerek 10 dakika bekledikten
sonra Beckman Coulter Akan hiicre olger cihazina yerlestirilmis ve okuma

yapilmistir.
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Sekil 3.2: Dot-plot apoptoz analizi.

3.2.2.5. istatistiksel Analiz

Varyans analizi (ANOVA) istatistik bilim dalinda, grup ortalamalar1 ve gruplar
ici ve gruplar arasi varyasyon gibi bunlara bagli olan islemleri analiz etmek igin
kullanilan bir istatistiksel modeller koleksiyonudur. Tez c¢alismasinda resveratrol,
silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu uygulamalarina ait deneysel
verilerin istatistiksel analizi “ANOVA” c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak

yapilmistir. Istatistiksel analizlerde giivenilirlik derecesi p<0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu boliimde, resveratrol ve silimarinin ¢esitli konsantrasyonlarda ayri ayri ve
birlikte Huh7 hiicrelerine uygulanarak hiicre canliligina etkisi, apoptoz-nekroz

analizi ve hiicre siklusu dagilimi ile ilgili elde edilen sonuglar gosterilmektedir.

4.1. Resveratrol ve Silimarin Uygulamasimin Hiicre
Canlihgina Etkisi

In vitro deneylerimizde kullandigimiz resveratrol ve silimarin hiicrede toksik
etki gosteren etanolde ¢oziinmektedir. Calismamizda MTS yontemiyle etanoliin
hiicrede toksik etki gostermeyen konsantrasyon %0,25 (w/v) olarak belirlenmistir.

Materyal ve yontem kisminda detayli sekilde bahsedildigi gibi, resveratrol,
silimarin ve resveratrol/silimarin uygulamasinin hiicrelere olan sitotoksik etkisi,
MTS yontemiyle saptanmis ve elde edilen grafikler bu boliimde detaylica

aciklanmugtir.
4.1.1. Resveratroliin Hiicre Canlihgina Etkisi

Sekil 4.1° de goriildiigii gibi 100 uM resveratroliin Huh7 hiicreleriyle 24 saat
ve 48 saat inkiibasyonu sonucu absorbans degeri hicbir uygulama yapilmayan
kontrol grubuna gore sirasiyla 1.44’ten 0.5’e ve 1.77°den 0.75’ye diismiistiir.
Resveratroliin 200 uM konsantrasyonu ise Huh7 hiicrelerinde 24 ve 48 saat
inkiibasyon sonucu absorbans degerini sirasiyla 1.44’ten 0.41°’e ve 1.77°den 0.41°e
diistirmistiir. Resveratroliin 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat

inkiibe edilen Huh7 hiicrelerinin proliferasyonunda diisiis goriilmektedir (p<0,05).
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kontrol 100 uM resveratrol 200 uM resveratrol

Sekil 4.1: Resveratroliin hiicre canlili§ina etkisi.

4.1.2. Silimarinin Hiicre Canlih@ina Etkisi

Silimarin uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibe edilen Huh7 hiicrelerinin
proliferasyonunda belirgin bir diisiis vardir. 100 uM silimarin, Huh7 hiicrelerinin
absorbans degerini 24 saatte 1.44’ten 0.75’e, 48 saatte 1.77°den 0.94 e diistirmiistiir.
200 uM silimarin ise Huh7 hiicrelerinin absorbans degerini 24 saatte 1.44’ten 0.55’e,
48 saatte 1.77’den 0.71’e diistirmiistiir (p<0,05), (Sekil 4.2).

1,6 -

B124h

0,8 - B 48h

Absorbans (0.D)

04 -

100 uM silimarin 200 uM silimarin

Sekil 4.2: Silimarinin hiicre canlilifina etkisi.
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4.1.3. Resveratrol/Silimarin Kombinasyonunun Hiicre Canhhgina
Etkisi

100 uM resveratrol/100 uM silimarin kombinasyonu 24 saatte absorbans
degerini 1.44’ten 0.4’e diisirmiistiir (p<0,05). 48 saat inkiibasyon sonucunda ise 100
uM resveratrol/100 uM silimarin kombinasyonu absorbans degerini 1.77°den 0,48’¢
diisiirmiistiir (p<0,05), (Sekil 4.3).

1,6

G124h

0,8 - B 48h

Absorbans (0.D)

04 -

kontrol 100uM R + 100uM S

Sekil 4.3: Resveratrol/Silimarin kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi.

Absorbans (0.D)

Sekil 4.4: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonunun
hiicre canliligina etkisi.
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4.2. Resveratrol ve Silimarin Uygulanmasinin Ardindan Sag
Kalim Oranlan

Bu boliimde uygulama yapilan Huh7 hiicrelerinin MTS indirgenme metoduyla
490 nm’de Olgiilen absorbans degerleri, uygulama yapilmayan kontrol grubu
hiicrelerinin absorbans degerleriyle karsilastirilarak yiizde oranlar1 saptanmis ve sag
kalim grafikleri elde edilmistir.

100 uM resveratrol, 24 saat inkiibasyon sonucunda kontrol grubuna gore hiicre
canliliginin 9%35.22°ye diismesine sebep olurken ayni konsantrasyonda 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig1r %42.2°dir. Resveratrol konsantrasyonu 200
uM’a yiikseltildiginde hiicrelerin canlilik orani 24 saat inkiibasyon sonucu %33.66,
48 saat inkiibasyon sonucu %23.52°dir (Sekil 4.5). Hiicre proliferasyonunda %50
inhibisyona (ICsp) neden olan resveratrol konsantrasyonu 24 saat igin 77,2 uM, 48
saat i¢in 86,5 uM olarak hesaplanmustir.

100 uM silimarin, 24 saat inkiibasyon sonucunda kontrol grubuna gore hiicre
canliliinin %52.28’e diismesine sebep olurken ayni konsantrasyonda 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligi %53.06’dir. Silimarin konsantrasyonu 200
uM’a yiikseltildiginde hiicrelerin canlilik orani1 24 saat inkiibasyon sonucu %38.28,
48 saat inkiibasyon sonucu %40.12°dir (Sekil 4.6). Hiicre proliferasyonunda %50
inhibisyona (ICsp) neden olan silimarin konsantrasyonu 24 saat igin 104,8 uM, 48
saat i¢in 106,5 uM olarak hesaplanmstir.

100 uM resveratrol+100 uM silimarin kombinasyonunda ise hiicre canliligi 24

saat inkiibasyon sonucunda 9%28.15, 48 saat inkiibasyon sonucunda %27.18dir

(Sekil 4.5), (Sekil 4.6).
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Tablo 4.1: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu
uygulamasinin ardindan hiicre sag kalim oranlari.

100 pM

200 M

100puM R
+

100uM S

% 0,25

Kontrol

% 100

Resveratrol
24h

% 35,22

% 33,66

Resveratrol
48h

% 42,20

% 23,52

Silimarin 24h

% 52,28

% 38,28

Silimarin 48h

% 53,06

% 40,12

Kombinasyon
24h

% 28,15

Kombinasyon
48h

% 27,18

Etanol 24h

% 99,72

Etanol 48h

% 99,54

100 -+
90 -
80 -
70
60 -
50
40 ~
30 +
20 -

% Sag Kalim

Kontrol 100uM
resveratrol

200uM
resveratrol

100uM
R+100uM S

- & -24h

—@— 48h

Sekil 4.5: Hiicrelerin resveratroliin 100 M, 200 uM konsantrasyonu ve
resveratrol/silimarin kombinasyonu ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu
sonucu sag kalim oranlart.
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100 -+

80 -
70 -
60 -
50 1 — & -24h
40 - = —e—48h
30 -
20
10 -

% Sag Kalim

Kontrol 100uM 200uM 100uM
silimarin silimarin R+100uM S

Sekil 4.6: Hiicrelerin silimarinin 100 uM, 200 uM konsantrasyonu ve
resveratrol/silimarin kombinasyonu ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu
sonucu sag kalim oranlart.
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4.3. Resveratrol ve Silimarin Uygulamasimin Hiicre Siklusu
Dagilimi Uzerine Etkisi

Calismamizda farkli konsantrasyonlardaki resveratrol ve silimarin hiicrelere
uygulanarak 6, 12, 18, 24 ve 48 saat inkiibe edilmis ve hiicre siklusu dagilimi
tizerindeki etkileri analiz edilmistir. Hiicre siklusu dagilimi deneyleri 3 kere tekrar
edilmis ve elde edilen sonuglar ortalamalari alinarak metinde ve Tablo 4.2°de

belirtilmistir.

88 Lin

0 [— T T T T T T .1023

FS Lin

Sekil 4.7: FS/SS grafiginde Huh7 hiicrelerinin kapilanmas.

6 saatlik inkiibasyon sonucu kontrol grubunun G1 fazinda hiicre oran1 %47.8,
100 uM resveratrol uygulanan grupta %51.5, 100 uM silimarin uygulanan grupta
%47.1, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %41.6, 200 uM silimarin uygulanan
grupta %47, 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise %50.9’dur.
Kontrol grubunun S fazinda hiicre oran1 %17.1, 100 uM resveratrol uygulanan
grupta %28.8, 100 uM silimarin uygulanan grupta %22.3, 200 uM resveratrol
uygulanan grupta %34, 200 puM silimarin uygulanan grupta %14.1, 100 puM
resveratrol/100 puM silimarin uygulanan grupta ise %12.7’dir. Kontrol grubunun
G2/M fazinda hiicre oran1 %23.1, 100 uM resveratrol uygulanan grupta %14.3, 100
uM silimarin uygulanan grupta %19.7, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %17.8,
200 uM silimarin uygulanan grupta %21.2 ve 100 uM resveratrol/100 uM silimarin
uygulanan grupta ise %34.4 tiir (p<0,05), (Sekil 4.8).
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h 4 i y g 4 " 1023
100uM Silimarin (6. saat)

Gl: %45
S: 9%13,4
G2/M: %22

200uM Silimarin (6. saat)

T 1023
200uM Resveratrol (6. saat)

57

Gl: %51,1
S: %13
G2/M: %33,6

100uM Resveratrol+100uM Silimarin
(6. saat)

Sekil 4.8: Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile
6 saat boyunca resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin hiicre siklusu dagilima.
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Hiicre Siklusu Dagilimi (6. saat)

O kontrol

B8 %0,25 etanol
100uM resveratrol
® 100uM silimarin
O200uM resveratrol

& 200uM silimarin

@ kombinasyon

Hiicre Siklusu Evreleri

Sekil 4.9: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu ile
6 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagiliminin herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilastirilmasi.

12 saatlik inkiibasyon sonucu kontrol grubunun G1 fazinda hiicre oran1 %45.4,
100 uM resveratrol uygulanan grupta %55.9, 100 uM silimarin uygulanan grupta
%40.8, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %47.2, 200 uM silimarin uygulanan
grupta %47, 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise %50.5°dir.
Kontrol grubunun S fazinda hiicre oran1 %15, 100 uM resveratrol uygulanan grupta
%27, 100 puM silimarin uygulanan grupta %19.9, 200 uM resveratrol uygulanan
grupta %30.6, 200 uM silimarin uygulanan grupta %16, 100 uM resveratrol/100 uM
silimarin uygulanan grupta ise %11.2°dir. Kontrol grubunun G2/M fazinda hiicre
orant %27.4, 100 uM resveratrol uygulanan grupta %14.2, 100 uM silimarin
uygulanan grupta %38.2, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %17, 200 uM
silimarin uygulanan grupta %35.7 ve 100 uM resveratrol/100 uM silimarin

uygulanan grupta ise %33.7’dir (p<0,05), (Sekil 4.10).
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S: %16
G2/M: %35,7

200uM Silimarin (12. saat)

3 Gl1:

i G2/M: %18,3

G1:  %50,7
St %249
G2/M: %19,5

" 1023
200uM Resveratrol (12. saat)

9%55,8
S: %22,2

p: - i & X : 3 : " 1023

100uM Resveratrol+100uM Silimarin
(12. saat)

Sekil 4.10: Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile
12 saat boyunca resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin hiicre siklusu dagilimi.
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Hiicre Siklusu Dagilimi (12. saat)
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Hiicre Siklusu Evreleri

Sekil 4.11: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu ile
12 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagiliminin herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilagtirilmasi.

18 saatlik inkiibasyon sonucu kontrol grubunun G1 fazinda hiicre oran1 %48,
100 uM resveratrol uygulanan grupta %57.4, 100 uM silimarin uygulanan grupta
%31.5, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %51.1, 200 uM silimarin uygulanan
grupta %37.1, 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise
%51.9’dur. Kontrol grubunun S fazinda hiicre oran1 %14.8, 100 uM resveratrol
uygulanan grupta %23.6, 100 uM silimarin uygulanan grupta %213.4, 200 uM
resveratrol uygulanan grupta %28.4, 200 uM silimarin uygulanan grupta %11.8, 100
uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise %9.7’dir. Kontrol grubunun
G2/M fazinda hiicre oran1 %26.4, 100 uM resveratrol uygulanan grupta %14.7, 100
uM silimarin uygulanan grupta %53.7, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %14.4,
200 uM silimarin uygulanan grupta %37.7 ve 100 uM resveratrol/100 uM silimarin
uygulanan grupta ise %37.7 dir (p<0,05), (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile
18 saat boyunca resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin hiicre siklusu dagilima.
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Hiicre Siklusu Dagilimi (18. saat)
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Sekil 4.13: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu ile
18 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagiliminin herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilastirilmasi.

24 saatlik inkiibasyon sonucu kontrol grubunun G1 fazinda hiicre oranm %44.5,
100 uM resveratrol uygulanan grupta %57, 100 uM silimarin uygulanan grupta
%45.9, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %53, 200 uM silimarin uygulanan
grupta %43.5, 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise %63.6dur.
Kontrol grubunun S fazinda hiicre oran1 %19, 100 uM resveratrol uygulanan grupta
%23.7, 100 uM silimarin uygulanan grupta %11.4, 200 uM resveratrol uygulanan
grupta %26.5, 200 uM silimarin uygulanan grupta %211.2, 100 uM resveratrol/100
uM silimarin uygulanan grupta ise %19.3’tiir. Kontrol grubunun G2/M fazinda hiicre
orant %25.9, 100 uM resveratrol uygulanan grupta %11.2, 100 uM silimarin
uygulanan grupta %41.4, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %11, 200 uM
silimarin uygulanan grupta %44 ve 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan
grupta ise %15°dir (p<0,05), (Sekil 4.14).

51



61

Gl: %416
i S: %21,2
G2/M: %27,4

Kontrol (24. saat)

| Gl: %459
S %109
- G2/M: %44,7

100uM Silimarin (24. saat)

G1: %409
4 S: %14,1
G2/M: %43,6

200uM Silimarin (24. saat)
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' 1023
100uM Resveratrol (24. saat)

Gl: %538
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G2/M: %12,8
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200uM Resveratrol (24. saat)

Gl:  %63,6
- S %18,2
G2/M: %13,7

R e D e BT
100uM Resveratrol+100uM Silimarin
(24. saat)

Sekil 4.14: Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile
24 saat boyunca resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin hiicre siklusu dagilimai.
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Hiicre Siklusu Dagilimi (24. saat)
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Sekil 4.15: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu ile
24 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagiliminin herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilastirilmasi.

48 saatlik inkiibasyon sonucu kontrol grubunun G1 fazinda hiicre oram %61.6,
100 uM resveratrol uygulanan grupta %58, 100 uM silimarin uygulanan grupta
%52.8, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %43.4, 200 uM silimarin uygulanan
grupta %51, 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta ise %67.7’dir.
Kontrol grubunun S fazinda hiicre oran1 %5, 100 uM resveratrol uygulanan grupta
%17.7, 100 uM silimarin uygulanan grupta %11.2, 200 uM resveratrol uygulanan
grupta %18, 200 uM silimarin uygulanan grupta %10.1, 100 uM resveratrol/100 uM
silimarin uygulanan grupta ise %12.4’tiir. Kontrol grubunun G2/M fazinda hiicre
orani %27.1, 100 uM resveratrol uygulanan grupta %8, 100 uM silimarin uygulanan
grupta %34.2, 200 uM resveratrol uygulanan grupta %19, 200 uM silimarin
uygulanan grupta %37.4 ve 100 uM resveratrol/100 uM silimarin uygulanan grupta
ise %16°dir (p<0,05), (Sekil 4.16).
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0 . \ Y 1023

100pM Resveratrol+100uM Silimarin
(48. saat)

Sekil 4.16: Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile
48 saat boyunca resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin hiicre siklusu dagilimai.
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Hiicre Siklusu Dagilimi (48. saat)
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Sekil 4.17: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu ile
48 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagiliminin herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile karsilastirilmasi.
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Tablo 4.2: Resveratrol, silimarin ve resveratrol silimarin kombinasyonu ile
6, 12, 18, 24 ve 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin hiicre siklusu dagilima.

Gl S G2/M
KONTROL | 100uM 100uM KONTROL | 100uM 100puM KONTROL | 100uM 100uM
Resveratrol | Silimarin Resveratrol | Silimarin Resveratrol | Silimarin
6H % 47,8 % 51,5 % 47,1 | % 17,1 % 28,8 %22,3 | %231 % 14,3 % 19,7
12H | % 45,4 % 55,9 % 40,8 | % 15 % 27 %199 | %274 % 14,2 % 38,2
18H | % 48 % 57,4 %315 | % 14,8 % 23,6 % 13,4 | % 26,4 % 14,7 % 53,7
24H | % 44,5 % 57 %459 | % 19 % 23,7 % 11,4 | % 25,9 % 11,2 % 41,4
48H | % 61,6 % 58 %528 | %5 % 17,7 %112 | % 27,1 %8 % 34,2
Gl S G2/M
KONTROL | 200uM 200puM KONTROL | 200uM 200uM KONTROL | 200uM 200uM
Resveratrol | Silimarin Resveratrol | Silimarin Resveratrol | Silimarin
6H % 47,8 % 41,6 % 47 % 17,1 % 34 % 14,1 | %231 % 17,8 % 21,2
12H | % 45,4 % 47,2 % 47 % 15 % 30,6 % 16 % 27,4 % 17 % 35,7
18H | % 48 % 51,1 % 37,1 | % 14,8 % 28,4 % 11,8 | % 26,4 % 14,4 % 37,7
24H | % 44,5 % 53 %435 | % 19 % 26,5 % 11,2 | % 25,9 % 11 % 44
48H | % 61,6 % 43,4 % 51 % 5 % 18 % 10,1 | % 27,1 % 19 % 37,4
Gl S G2/M
KONTROL 100uM KONTROL 100uM KONTROL 100uM
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
+100puM +100uM +100uM
Silimarin Silimarin Silimarin
6H % 47,8 % 50,9 % 17,1 % 12,7 % 23,1 % 34,4
12H | % 45,4 % 50,5 % 15 % 11,2 % 27,4 % 33,7
18H | % 48 % 51,9 % 14,8 % 9,7 % 26,4 % 37,7
24H | % 44,5 % 63,6 % 19 % 19,3 % 25,9 % 15
48H | % 61,6 % 67,7 % 5 % 12,4 % 27,1 % 16

4.4. Programh Hiicre Oliimii (Apoptoz) Analizleri

Materyal ve yontem kisminda belirtildigi gibi hiicreler 6 kuyulu plaklara her
kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. 24 saat sonra resveratrol ve
silimarin 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda ayrt ayri ve 100 uM
resveratrol+100 uM silimarin kombinasyon seklinde hiicrelere ikili tekrarlar halinde
uygulanmis, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarin ardindan akan hiicre 6lcer cihaz ile
canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 saptanmistir.

Akan hiicre 6lcerde her noktanin bir hiicreyi gosterdigi dot plot analizlerinde
Anneksin V’e bagh FITC’nin ve Propidyum iyodiiriin (PI) yaymis oldugu floresan
yogunlugu saptanabilmektedir. Boylece erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik

hiicre oranlarint canli hiicre oraniyla karsilastirmak miimkiindiir. Dot plot
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analizlerinde X ekseni Anneksin V-FITC’nin, y ekseni ise PI’'nin yaydig:1 floresani
gostermektedir. Sadece PI ile boyanan hiicreler dot plotlarda E1 bolgesinde yer alip,
apoptotik olmayan hiicre oranini1 belirtmektedir. E2 bolgesindeki hiicreler, hem
Anneksin V hem de PI ile boyanan hiicreler olup, ge¢ apoptotik hiicre oranini
gostermektedir. Sadece FITC ile boyanan hiicreler E4 bolgesinde yer almakta ve
erken apoptozise ugrayan hiicre oranimi belirtmektedir. Erken apoptozda hiicre
membraninin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserinler dis kisma go¢ etmistir ve
Anneksin 'V antikorunun baglanmasina olanak saglamistir. Bu da hiicrelerin
apoptozis yoluyla 6ldiigiiniin kanitidir. Membran yapisi bozulmadigindan o6tiirii
hicbir boya ile boyanmayan hiicreler E3 boélgesinde canli hiicre oranini ifade
etmektedir. Programli hiicre 6liimii deneyleri 3 kere tekrar edilmis ve elde edilen
sonuclar ortalamalar1 alinarak metinde ve Tablo 4.3’te belirtilmistir.

24 saat inkiibasyon sonucu kontrol grubunda hiicre canliligi %98.9°dur. 100
uM resveratrol uygulanan hiicre grubunda canlilik %45.7’ye diiserken bu gruptaki
hiicrelerin %26.1°1 apoptoza, %28.2’si nekroza ugramistir. Konsantrasyon 2 katina
cikarilip 200 uM resveratrol uygulandiginda ise hiicre canliigi %15.4’¢ diismiis,
apoptoza ugrayan hiicreler %55°e, nekroza ugrayan hiicreler %29.7’ye ¢ikmistir. 100
uM silimarin uygulanan hiicre grubunda canlilik %20.5’e¢ diiserken bu gruptaki
hiicrelerin %30.8’1 apoptoza, %48.7’si nekroza ugramistir. Konsantrasyon 2 katina
cikarthip 200uM silimarin uygulandiginda ise hiicre canliligi %12.6’ya dismiis,
apoptoza ugrayan hiicreler %59’a ¢ikmis, nekroza ugrayan hiicreler ise %28.2°ye
diigmiistiir. 100 uM resveratrol+100 puM silimarin uygulanan hiicre grubunda canlilik
%14.8, apoptoza ugrayan hiicre orani %48.7 ve nekroza ugrayan hiicre orani

%36.6°dir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Huh7 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilen resveratrol, silimarin ve
resveratrol/silimarin kombinasyonunun hiicre 6liimiine etkisi.

48 saat inkiibasyon sonucu kontrol grubunda hiicre canliligi %88.7’dir. 100
uM resveratrol uygulanan hiicre grubunda canlilik %20’¢ diiserken bu gruptaki
hiicrelerin %78.6’s1 apoptoza, %1.4°1i nekroza ugramistir. Konsantrasyon 2 katina
¢ikarilip 200 uM resveratrol uygulandiginda ise hiicre canlilig1 %28.3 iken, apoptoza

ugrayan hiicrelerin oran1 %67, nekroza ugrayan hiicrelerin orani ise %4.7°dir. 100
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uM silimarin uygulanan hiicre grubunda canlilik %15.6’ya diiserken bu gruptaki
hiicrelerin %84.1°i apoptoza, %0.4’ii nekroza ugramistir. Konsantrasyon 2 katina
cikarilip 200 uM silimarin uygulandiginda ise hiicre canliligi %14.3’e, apoptoza
ugrayan hiicrelerin oran1 %81.9’a diismiis, nekroza ugrayan hiicrelerin orani ise
%3.8’¢ ¢ikmistir. 100 uM resveratrol+100 uM silimarin uygulanan hiicre grubunda
canlilik %14.6, apoptoza ugrayan hiicre oran1 %83.4 ve nekroza ugrayan hiicre orani

%2’ dir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: Huh7 hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilen resveratrol, silimarin ve
resveratrol/silimarin kombinasyonunun hiicre 6liimiine etkisi.




Tablo 4.3: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonu
uygulamasindan sonra akan hiicre 6l¢er analizinde
canlilik ve hiicre 6liimii yiizdeleri.

24H Canli Erken Geg apoptoz | Nekroz
apoptoz
Kontrol 98,9 0,2 0,4 0,4
100R 457 1 25,1 28,2
200R 15,4 0,2 54,8 29,7
100S 20,5 0,3 30,5 48,7
200S 12,6 0,4 58,6 28,2
R+S 14,8 0,2 48,5 36,6
48H Canlt Erken Geg apoptoz | Nekroz
apoptoz
Kontrol 88,7 11 3,3 6,9
100R 20 62,9 15,7 1,4
200R 28,3 51 16 4,7
100S 15,6 75,2 8,9 0,4
200S 14,3 16 65,9 38
R+S 14,6 61 22,4 2

4.5. Resveratrol ve Silimarin Uygulamalar1 Sonras1 Hiicre
Morfolojisinin Incelenmesi

Resveratrol, silimarin ve resveratrol+silimarin kombinasyonu uygulamalari
sonrast Huh7 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri 151k mikroskobu kullanilarak
gbzlemlenmistir. Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri ile %0,25

etanol eklenen hiicreler arasinda morfolojik bir farklilik gézlenmemistir. Uygulama
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yapilan hiicreler ile kontrol hiicreleri karsilastirildiginda ise uygulama yapilan
hiicrelerin kii¢iildiigli ve oval hale geldigi gozlemlenmistir. Ayrica hiicre sayisinda

azalma oldugu dolayisiyla hiicre proliferasyonun inhibe edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.20: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonunun
24 saatte Huh7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler.
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Sekil 4.21: Resveratrol, silimarin ve resveratrol/silimarin kombinasyonunun
48 saatte Huh7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler.
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5. TARTISMA ve SONUC

Konvansiyonel kanser tedavilerinde basar1 oraninin diisiik olmasi, hastaligin
cogunlukla niiksetmesi ve cesitli yan etkilerin ortaya ¢ikmasindan dolay1 saglikli bir
diyetle besin terapisi uygulanarak destek terapi yollar1 aranmaktadir [ Venugopal and
Liu, 2012].

Bitkilerde kendiliginden dogal olarak olusan ve antikanser 6zellik gdsteren
kemopreventif maddelerden resveratrol ve silimarin toksik 6zellik gostermedikleri,
kismen etki mekanizmalar1 bilindigi ve elde edilmesi kolay oldugu i¢in gida
takviyesi olarak kullanilabilmektedir [ Athar, 2007], [Singh, 2013].

Tez c¢alismamizda degisik konsantrasyonlarda resveratrol, silimarin ve
kombinasyonlarinin hepatoseliiler karsinoma Huh7 hiicreleri {izerine anti-kanser
etkileri  arastirilmistir.  Calismamiz ~ sonucunda  resveratrol, silimarin = ve
resveratrol+silimarin kombinasyonunun anti-proliferatif etki gosterdigi, apoptozu
indiikledigi ve hiicre siklus fazlarinda durdurmaya yol agtig1 tespit edilmistir.

Hiicre oliimiinii tayin eden sitotoksisite deneylerinin sonucuna gore, hiicrelerin
100 uM (22,8 pg/ml) ve 200 uM (45,6 pg/ml) resveratrol ile 24 saat inkiibasyonu
canlilk  oranim1 %35 civarina diisirmektedir.  Resveratrolin 100 uM
konsantrasyonunda 48 saat sonra canli hiicre oram1 %42,2'dir (p<0,05). Bu %7 gibi
farkin Huh7 hiicrelerinin ikilenme zamaninin 31 saat olmasmndan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Hiicrelerin 100 uM resveratrol ile 24 veya 48 saat inkiibasyonunun
hiicre proliferasyonuna etkisinin hemen hemen ayn1 oldugu goriilmektedir.
Resveratroliin 200 uM konsantrasyonunun 48 saat sonra hiicre proliferasyonuna
etkisinin daha belirgin oldugu ve canli kalan hiicre oranimnin %23,5'e diistiigi
saptanmistir (p<0,05). Liao ve arkadaslar1 Huh7 hiicrelerini 48 saat boyunca degisik
konsantrasyonlarda resveratrol ile inkiibe etmisler ve bunun sonucunda 20 pg/ml
konsantrasyon i¢in hiicre oliimiinii %49.9 ve 40 pug/ml konsantrasyon i¢in hiicre
Olimiinli %72.9 olarak saptamislardir [Liao et al., 2010]. Bu sonuglar ¢alismamizin
sonuglariyla karsilastirildiginda yakin benzerlik gostermekte dolayisiyla sitotoksisite
sonuclarimizi desteklemektedir. Resveratroliin ICsy degeri ise 24 saat i¢in 77,2 uM,
48 saat i¢in ise 86,5 uM olarak hesaplanmistir. Bai ve arkadaslar1 T24 kan kanseri
hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda resveratrol uygulamis ve 1Csy degerlerini 12,

24 ve 48 saat i¢in sirastyla 250, 180 ve 160 uM olarak bulmuslardir [Bai et al.,
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2009]. Farkli hiicrelerle yapilan calismalar resveratroliin antiproliferatif etkisini
ortaya koymaktadir.

Silimarin uyguladigimiz sitotoksisite deneylerinde, hiicrelerin 100 puM (48,25
ug/ml) silimarin ile 24 saat ve 48 saat inkiibasyonu sonucunda canli kalan hiicre
orani %52 civarindadir. Silimarinin konsantrasyonu 200 uM'a (96,5 pg/ml)
yiikseltildiginde prolifere olan hiicre oran1 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda %40
civarindadir (p<0,05). Bu sonug¢ inkiibasyon siiresi artmasina ragmen Olen hiicre
oranmin sabit kaldigim1 dolayisiyla hiicre proliferasyonunda biiyiik bir degisiklik
olmadigimi gostermektedir. Silimarinin ICsy degerleri 24 saat i¢cin 104,8 uM, 48 saat
icin 106,5 puM olarak hesaplanmistir. Ramakrishnan ve arkadaslart HepG2
hepatoseliiler karsinoma hiicreleri ile yaptiklari bir ¢alismada HepG2 hiicrelerine 50,
75, 100, 200 pg/ml silimarin uygulayarak 24 saat inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon
sonucu konsantrasyona bagli olarak %10 - %85 araliginda hiicre oliimii tespit
etmiglerdir [Ramakrishnan et al., 2008]. Varghese ve arkadaslart HepG2 ve Hep3B
hiicreleriyle yaptiklar1 bir calismada hiicrelere 100, 200, 300 pmol/L silimarin
uygulayarak 48 ve 72 saat inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonucu proliferasyonun
HepG2 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak sirastyla %30 - %65 ve %43 - %77,
Hep3B hiicrelerinde %45 - %69 ve %40 - %75 inhibe edildigini bildirmislerdir
[Varghese et al., 2005]. Giincel literatiirdeki ¢alismalar sonug¢larimizi (6r: 100 uM)
desteklemekte ve silimarinin antiproliferatif etkisini gostermektedir.

Resveratrol (100 pM) ve silimarinin (100 pM) birlikte uygulandig sitotoksisite
deneylerine gore, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu hiicre canlilig1 sirasiyla
%28.15 ve %27.18dir (p<0,05). Resveratrol ve silimarin kombinasyonunun tek
basina yapilan uygulamalara gore hiicre canlilifini daha yiiksek oranda diisiirdiigii
bdylece sinerjistik bir etki yarattigi goriilmektedir. Giincel literatiir incelendiginde
hem resveratroliin hem de silimarinin birlikte uygulandigi caligmalara
rastlanmamistir. Ancak diger baska maddelerle (6rn: quercetin) kombinasyonlar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda bu iki fitokimyasalin kanser hiicre dizilerinde etkin
anti-proliferatif etki gdsterdigi bildirilmistir [Zhou et al., 2012].

Son yillarda yapilan in vitro ¢aligmalar, gerek resveratroliin gerekse silimarinin
kanser hiicrelerini biiyiik oranda apoptoz yoluyla 6liime gotiirdiigiinii bildirmistir
[Bai et al., 2009], [Ramakrishnan et al., 2008]. Tez ¢alismasinda akan hiicre 6lger

cihazi kullanilarak erken apoptoz belirteci olan fosfotidilserinin saptanmasina dayali
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analizler yapilarak resveratrol ve silimarinin etkisine bagli programli hiicre 6liimii
incelenmistir.

Sonu¢ boliimiinde tablo 4.3'te detayli olarak belirtildigi gibi resveratrol
uygulamalar1 sonucu 24 saat sonra hiicre Oliimii ge¢ apoptoz ve nekroz yoluyla
olmaktadir. 100 uM resveratroliin 24 saat sonra meydana getirdigi apoptoz orani
%26,1 nekroz yoluyla hiicre olimii ise %28,2'dir. Resveratrolin 200 pM
konsantrasyonunda bu degerler sirastyla %55 ve %29,7'dir. Bu sonuca gore 200 uM
resveratrol konsantrasyonunun daha etkin oldugu gozlenmektedir. Hiicrelerin 48 saat
100 ve 200 puM resveratrol ile inkiibasyonunun ardindan apoptoz orani sirasiyla
%78,6 ve %67'dir. Bu sonug¢ 200 uM resveratroliin 100 uM resveratrole kiyasla daha
az hiicreyi apoptoza gotiirdiiglinii gostermektedir. Bu farkli sonucun hiicrelerin
analize gotiiriiliirken olusan tasima kosullar1 veya bazi teknik olumsuzluklardan
ortaya ¢iktig1 disliniilmektedir. Sonuglarimizda resveratrol uygulamalar1 sonrasi
erken apoptoz 48 saat sonra olusmaktadir. Bu durum ikilenme zamani 31 saat olan
Huh7 hiicrelerinde fosfotidilserinin 31. saatten sonra hiicre digina lokalize oldugunu
disiindiirmektedir. Liao ve arkadaglart Huh7 hiicre hatt1 ile yaptiklart ¢aligmada 48
saat boyunca uygulanan resveratrolin (40 pg/ml) %35 civarinda apoptozu
indiikledigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada resveratroliin p53°ten bagimsiz olarak
p21 ifadesini arttirdigt ve mitokondriyal membranin gegirgenligini degistirerek
kaspaz bagiml1 yolag: aktive ettigi gosterilmistir [Liao et al., 2010]. HepG2 hiicreleri
ile yapilan baska bir ¢aligmada arastirmacilar resveratrol uygulanan hiicrelerde p21
proteininin ve hiicre siklusu tutuklanmasi ve apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan
Chk?2 enziminin seviyesinde artis oldugunu gostermislerdir. Yine ayn1 ¢alismada pro-
apoptotik proteinlerden Bax, Bim ve Puma’nin ifadesinde artis oldugu bulunmustur
[Zhou et al., 2009]. T24 kan kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada resveratroliin
anti-apoptotik Akt sinyal yolagini inhibe ettigini ayrica anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-
XL proteinlerinin ifadesini azaltirken pro-apoptotik Bax proteininin ifadesini
arttirdigini bildirmistir [Bai et al., 2009].

Hiicrelerin 100 pM silimarin ile 24 saat inkiibasyonu sonucunda hiicrelerin
%30,8’1 apoptoz, %48.7'si nekroz yoluyla 6lmektedir. 200 uM silimarin uygulamasi
sonucunda ise hiicrelerin %59’u apoptoz, %28,2'si nekroz yoluyla Olmektedir.
Hiicrelerin silimarin ile 48 saat inkiibasyonu sonucu 100 uM silimarinde ortaya ¢ikan

apoptoz orani %84,1 iken 200 uM silimarinde olusan apoptoz orami %81.9'dur.
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Yaptigimiz deneyler silimarinin 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde hem nekrotik hem
de apoptotik hiicre Sliimiinii indiikledigi, 48 saat inkiibe edilen hiicrelerde ise
apoptotik hiicre dliimiinii indiikledigini gostermistir. Lah ve arkadaglart Huh7 hiicre
hatt1 ile yaptiklar1 caligmada silibininin Bcl-2 ifadesinde degisiklige yol agmadigini
ancak sag kalimi inhibe ettigini ve aktif kaspaz 3 ve kaspaz 9 seviyelerini arttirdigini,
aktif Akt (p-Akt) seviyesini ise azalttigini belirtmislerdir [Lah et al., 2007]. HepG2
hiicreleri ile yapilan bagka bir calismada silimarin uygulanan hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyelinin azaldig1 ve bu sayede sitokrom ¢ saliniminin
gercgeklestigi, pro-apoptotik proteinlerden APAF-1, Bax, p53 ifadelerinin ve aktif
kaspaz 3 seviyesinin arttig1, Bcl-2 ifadesinin ise azaldig1 bildirilmistir [Ramakrishnan
et al., 2008].

Yaptigimiz deneylerde resveratrol ve silimarin kombinasyonunun (100
uM+100 pM) hiicrelerle 24 saat inkiibasyonu sonucunda hiicre olimi %48.7
oraninda apoptoz, %36.6 oraninda nekroz yoluyla gerceklesmistir. 48 saat
inkiibasyon sonucunda ise bu oranlar sirasiyla %83.4 ve %?2’dir. Bu sonug 2
fitokimyasalin birlikte uygulanmasinin hiicreleri oldukg¢a yiiksek oranda apoptoza
gotiirdliglinii, ancak tek basina uygulamalarla karsilastirildiginda belirgin bir farka
yol agmadigin1 gostermektedir.

Akan hiicre Olcer analizlerine gore, gerek resveratroliin, gerekse silimarinin
apoptozu indiikledigini, saptanan nekrotik hiicre Gliimiiniin ise aslinda apoptotik
hiicrelerin intakt membran yapisinin bozulmasindan 6tiirii boyanmayan parcalanmis
apoptotik  hiicrelerden kaynaklandigin1  diisiinmekteyiz. Resveratrol+silimarin
kombinasyonu uygulamast sonucu olusan %83.4 gibi oldukca yiiksek apoptotik
hiicre oran1 ve giincel literatiirdeki caligmalar bu diisiincemizi kuvvetli bir sekilde
desteklemektedir.

Tez calismamizin diger boliimiinde; resveratroliin, silimarinin = ve
kombinasyonlarinin Huh7 hiicrelerinin hiicre dongiileri {izerine etkileri ve olasi hiicre
siklusu bloklarmin (ya da fazlarda tutulmalarin) incelenmesi hedeflenmistir.

Tablo 4.2°de 6zetlendigi gibi; 6, 12, 18, 24 ve 48 saat 100 uM ve 200 uM
resveratrol ile inkiibe edilen hiicrelerde siklusun S evresinde kontrole kiyasla daha
fazla hiicrenin toplandig1 saptanmistir (p<0,05). Liao ve arkadaslar1 da Huh7 hiicre
serisi ile yaptiklar1 caligmada resveratroliin siklin A, siklin E ve cdk2 ifadelerini
azalttigin1 ve bu sekilde S evresinde bloga neden oldugunu bildirmislerdir [Liao et
al., 2010]. Diger bir calismada da; U937 lenfoma hiicrelerinde resveratrol siklin E,
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siklin A, siklin D3 ifadesini arttirirken cdk2 ifadesini azaltici etki gostererek S
evresinde tutuklanmaya neden olmustur [Park et al., 2001]. HepG2 hiicreleri ile
yapilan bir ¢alismada arastirmacilar resveratrol uygulanan hiicrelerde hiicre siklusu
tutuklanmasinda rol oynayan Chk2 enziminin seviyesinde artis oldugunu ve S
evresinde tutuklanmaya yol ag¢tigini gdstermislerdir [Zhou et al., 2009]. T24 kan
kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada ise resveratrol G1 evresinde tutuklanmaya
sebep olmustur. Calismanin devaminda resveratroliin hiicrelerde p21/WAF-1
proteinin ifadesini indiikledigi fosforillenmis Rb, siklin D1 ve cdk4 ifadelerini ise
azalttig1 tespit edilmistir [Bai et al., 2009].

Histogram analizlerine gore; 6 saat 100 uM ve 200 uM silimarin ile inkiibe
edilen hiicrelerin hiicre siklusunun hicbir fazinda herhangi bir tutuklanma
goriilmemistir. Ancak 12, 18, 24 ve 48 saat 100 uM ve 200 uM silimarin ile inkiibe
edilen hiicrelerde siklusun G2/M fazinda diger siklus fazlarina kiyasla daha fazla
hiicrenin toplandig1 gézlenmektedir (p<0,05). Lah ve arkadaslar1 Huh7 hiicre hatt1 ile
yaptiklar1 ¢alismada silibininin siklin D1/CDK4 kompleksini inhibe ettigini buna
bagli olarak da Rb fosforilasyonunu azaltarak G1-S ge¢isinde tutuklanmaya sebep
oldugunu gostermislerdir. Yine ayn1 ¢aligmada silibinin uygulanan hiicrelerde siklin
bagimli kinaz inhibitérlerinden p21 ve p27 ifadelerinde Onemli bir artis tespit
edilmezken p21/CDK4 ve p27/CDK4 komplekslerinin olusumunda artis oldugu
bulunmustur [Lah et al., 2007]. Hepatoseliiler karsinoma hiicreleri ile yapilan bir
calismada silibinin uygulanan HepG2 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak
yiksek oranda G1 fazinda tutuklanma goriiliirken Hep3B hiicrelerinde G2/M
evresinde tutuklanma tespit edilmistir. HepG2 ve Hep3B hiicrelerinde silibinin
uygulamasi siklin D1, siklin D3, siklin E, CDK4 ve CDK2 seviyelerinde 6nemli bir
diisiise yol agmistir. Arastirmacilar Hep3B hiicrelerinde G2/M gecisinde rol oynayan
CDK1’1 fosfor eklenmis inaktif formdan aktif forma doniistiiren CDC25C fosfataz ve
siklin B1 seviyesinde azalma tespit etmislerdir [Varghese et al., 2005]. Deep ve
arkadaglar1 PC3 prostat kanseri hiicrelerine silibinin ve silimarin uygulayarak
etkilerini karsilastirmiglar. Silimarin ve silibinin uygulanan hiicrelerde doza ve
zamana bagl olarak G1 (50 pg/ml) ve G2/M (100 pg/ml) evrelerinde tutuklanma
gbzlenmis ve 100 pg/ml Silimarin ve silibinin uygulanan hiicrelerde siklin B1, siklin
A, CDKI1 ve G2/M gegisinde rol oynayan Cdc25B ve Cdc25C ifadelerinde azalma
tespit edilmistir [Deep et al., 2006].
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Tez caligmamizda 100 uM resveratrol ve 100 uM silimarin birlikte Huh7
hiicrelerine uygulanarak resveratrol ve silimarinin sinerjistik etkisi ortaya konmaya
calisilmigtir. 6, 12, 18 saat resveratrol ve silimarin kombinasyonu hiicre siklusunun
G2/M fazinda bloga sebep olmustur. 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda ise G2/M
evresinde belirgin bir azalma ile G1 fazinda blok tespit edilmistir (p<0,05).

Okaryotik hiicre dongiisiinde 3 ana kontrol noktasi (check-points) bulunur. G1
kontrol noktasi: DNA hasarina ve olumsuz kosullara duyarlidir. DNA tamiri, GO ya
da apoptoza giris saglanir. S-fazi kontrol noktasinda; DNA’nin devamli olarak
biitlinliigii saglanir ve replikasyon sonucu olusan hatalar kontrol edilir ve onarilir. G2
kontrol noktasinda ise replike olmamis ve hasarli DNA’nin onarimi hedeflenir.
Tamamlanmadan mitoza gegise izin verilmez [Alarcon et al., 2004]. Hiicre
siklusunun fazlarda durmasi DNA hasarmnin tamiri igin gereklidir. Ornegin; G1
fazinda durma p53 bagimli cdk inhibitérleri araciligiyla saglanir. Bu olayda gorevli
olan p21 cyclin/cdk kompleksini inhibe ederek hiicrenin S fazina girmesini engeller.
Fazlarda durdurulmaya ragmen DNA hasarinin tamir edilemedigi durumlarda
apoptozisi indiikleyen genler (6rnegin; bax, IGF gibi) aktive olabilir. Bax bcl-2'ye
baglanarak onu antagonize eder ve apoptozisin olugmasini saglar. Huh7 hiicreleri ile
yapilan ¢aligmalarda apoptozisin p53’ten bagimsiz p21 ifadesinin artmasi ve pro-
apoptotik proteinlerin ifadesinin indiiklenmesi ile gergeklestigi, hiicre siklusundaki
bloklarin ise hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol oynayan siklin (6r: Siklin A,
Siklin E), siklin bagimli kinaz (6r: CDK2) ve siklin bagimli kinaz inhibit6rlerinin
(6r: p21, p27) ifadelerindeki degisimler sebebiyle oldugu bildirilmistir [Liao et al.,
2007], [Lah et al., 2007]. Tez ¢alismasindan elde ettigimiz hiicre dongiisiiniin ¢esitli
fazlarinda ki bloklar ve nihayetinde apoptozis yoluyla Oliim birbiriyle uyumlu
sonuclardir.

Sonug olarak her 2 fitokimyasalin ve kombinasyonlariin hiicre siklusunun G1,
S ve G2/M fazlarinda bloklara neden oldugu ancak DNA hasarinin onarilamadigi,
dolayisiyla hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimlerinin olustugu saptanmaistir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda Huh7 hiicreleri ile yapmis oldugumuz bu ilk 6ncii in
vitro deneylerin devami olarak gerek apoptotik yolaklarda ki, gerekse hiicre siklusu
kontrol noktalarindaki siklin/siklin-bagimli kinaz genlerinin ifadeleri {izerindeki

etkilerin aragtirilmasi hedeflenmektedir.
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Uzun siireli 1y1 dizayn edilmis molekiiler diizeyde ki kapsamli deneyleri i¢eren
caligmalar hem resveratroliin hem silimarinin ve 06zellikle kombinasyonlarinin

klinikte kullanilabilirligine dair yeni bakis acilar1 kazandiracaktir.
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