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BEYAN

Bu tez calismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 hi¢gbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigini1 beyan ederim.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

AEC : Amino etil karbazol

AIF : Apoptoz indiikleyici faktor

APA F-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktdr

ATCC : Amerikan hayvan hiicre kiiltiir koleksiyonu
ATP : Adenozin trifosfat

BrdU : Bromo deoksi iiridin

CAD : Kaspazla aktiflesen deoksiribonukleaz

DAB : Diamino benzidin

DMEM: Dulbecco’nun modifiye edilmis Eagle serumu
DMSO : Dimetil sulfoxide

EC : Epikatesin

ECG : Epikatesin-3-gallat

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

EGC : Epigallokatesin

EGCG : Epigallokatesin

FCS : Fetal sigir serumu

GBM : Glioblastoma multiforme

IAP : Apoptoz proteinleri inhibitorleri

ICAD : Kaspazla aktiflesen deoksiribonukleaz inhibitorii
IGF-1 : Insiilin benzeri bilyiime faktorii

NCI : National Cancer Institue

PBS : Fosfat Tampon Cozeltisi

RES : Resveratrol

TdT : Terminal deoxynucleotidyl transferase

TNF : Tiimor nekroz faktorii

TUNEL : TdT-mediated dUTP-FITC nick end-labeling

Arastirma Projesi No: TBG/0462009



1. OZET

Calismamizda dogal polifenolik bilesikler olan resveratrol ve epigallokatesin-3-
gallat’in ayr1 ayr1 ve bir arada kullanildiklarinda sigan C6 glioma hiicre soyu iizerinedeki
etkileri hiicre kiiltiiriinde incelendi. Kiiltiir ortaminda iki bilesigin etkileri 24, 48 ve 72.
saatlerde hiicre apoptozu ve hiicre proliferasyonu agisindan degerlendirildi.

Resveratrol’iin, kontrol grubuna gore, hiicre kiiltiirlinde hiicre apoptozunu arttirici
etki gosterdigi ve hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlendi. Faz kontrast mikroskobunda
yapisal degisiklikler izlendi ve fotograflandi.

Epigallokatesin-3-gallat’in, hiicre kiiltlirlinde hiicre apoptozunu arttirict  etki
gosterdigi ve hiicre proliferasyonunu durdurdugu gozlendi. Faz kontrast mikroskobunda
yapisal degisiklikler izlendi ve fotograflandi.

Kombinasyon gruplarinda, hiicre kiiltiiriinden elde edilen bulgular resveratrol ve
epigallokatesin-3-gallat grubunun tek tek uygulamalari ile elde edilen bulgulardan daha
kuvvetli olmak iizere, benzerdi. Tiim kombinasyon gruplari, hiicre apoptozunu arttirici ve
hiicre proliferasyonunu durdurucu etki gosterdi.

Sonug olarak; resveratrol ve epigallokatesin-3-gallat kombinasyonunun sican C6
glioma hiicre soyu iizerine etkileri hiicre kiiltiiriinde incelendiginde, bu maddelerin hiicre

apoptozunu indiikledikleri ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettikleri gézlendi.



2. SUMMARY

In this study, the effects were investigated on C6 glioma cell family of
rats when resveratrol and epigallocatechin-3-gallate  which are  natural
polyphenolic composites were used together and seperately. In the culture
environment the effects of two composites were evaluated from the point of cell
apoptosis and cell proliferation view in the 24, 48, and 72th hours.

Depends on control group the Resveratrol shows the increaser effect on cell
apoptosis and it shows the detractive effect on cell proliferation.
Constructional changings were analyzed and photographed under phase contrast
microscope.

In the cell culture the observations were epigallocatechin-3-gallate shows
the increaser effect on cell apoptosis and also it shows the detractive effect on
the cell proliferation. Constructional changings were watched and photographed
under phase contrast microscope.

In the combination groups, the findings from the cell culture were similar with the
findings which were obtained by seperate applications of Resveratrol and
epigallocatechin-3-gallate but cell culture findins were stronger. All of the
combination groups showed the increaser effect on cell apoptosis and showed the
inhibitor effect on cell proliferation.

As a result, when the effects of resveratrol and epigallocatechin-3-gallate
combination were investigated on C6 glioma cell family of rats then the incentive effect on

cell apoptosis and the inhibitor effect on cell proliferation were observed.



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, epigenetik ve genetik birtakim degisiklikler sonucu organizmanin belli bir
bolgesindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize olan neoplazinin kesin
formlarini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (1). Tiirk Kanser Arastirma ve Savas
Kurumu’na gore, kalp-damar hastaliklarindan sonra kanser ve komplikasyonlarindan
dolay1 olan 6liimler, ikinci sirada yer almaktadir (2).

Kanser, viicuttaki hiicrelerden herhangi birinin anormal ¢ogalmasi ile ortaya ¢iktigi
i¢cin gerek davranis, gerek tedavi yontemi, gerek de tedaviye yanit agisindan biiyiik 6lclide
degisiklik gosteren ¢ok sayida tiire sahiptir.

Primer beyin tiimorleri, biitiin kanserlere bagli 6liim oranlarmin %2’sini olusturur.
Uygulanan c¢esitli tedavi yontemlerine ragmen ortalama yasam siiresi 1 yildir. Tiimdriin bu
kotii prognozu ve beyin tlimorlerinde cerrahi ve sitotoksik tedavinin sinirli basarisi
nedeniyle, toksik olmayan ve beyin tiimérii hiicrelerinde duyarlilik yaratacak ajanlar yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in umut kaynagi olmuslardir.

Kanser tedavilerinde kullanilan ¢esitli bitkisel maddeler, hiicre proliferasyonunu
engellemeleri ve buna karsilik apoptozu tetiklemeleri nedenleriyle kullanilmaktadirlar.
Gilinlimiizde Federal Almanya’da kullanilan hazir ilaglarin %20°si, Rusya’da kullanilan
ilaglarin 1/3’den fazlas bitkisel kokenli ilaglardir (3).

Epigallokatesin-3-gallat (EGCG) yesil ¢ayda bulunan en etkin katesin olup,
antioksidan aktivitesi C vitamininden 100 kat, E vitamininden 25 kat fazladir (4). Yapilan
epidemiyolojik ve deneysel calismalar ile, ¢cay katesinlerinin antimikrobiyal, antioksidan,
anti-HIV, anti-mutajenik, antikanserojen o6zellikleri ve kalp-damar hastaliklarini
engelleyici etkileri gosterilmistir (4, 5, 6). Ulusal Kanser Enstitiisii’ne (NCI) gére, EGCG
kanser onleyici bir maddedir (4).

Resveratrol (3,4,5 trihidroksistilben) (RES) iiziim tanelerinde bol miktarda bulunan
polifenolik yapidaki dogal bir antioksidandir. Resveratroliin antioksidan, antitiimor etkilere
sahip oldugunu gosteren c¢alismalar vardir (7, 8). Hiicre sinyal kaskadinda cesitli
mekanizmalarla kanseri dnleyici aktivitesi gosterilmistir (9).

Bu calismamizda, epigallokatesin-3-gallat ve resveratroliin sigan C6 glioma hiicre
soyunda, hiicre canlilig1 ve hiicre proliferasyonu iizerine in vitro etkilerini doz ve zamana

bagli olarak arastirmay1 amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. KANSER

Kanser, epigenetik ve genetik birtakim degisiklikler sonucu organizmanin belli bir
bolgesindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize olan neoplazinin kesin
formlarin1 tanimlamak i¢in kullanilan hastaliktir (1). Neoplazinin kanser olarak
tanimlanabilmesi i¢in, hiicrelerin fenotiplerinin alt1 temel 06zelligi belirtilmistir. Bu
ozellikler;

1- Apoptozun baskilanmasi

2- Siirekli proliferasyon

3- Biiylime sinyallerine duyarsizlik

4- Metastaz olusumu

5- Doku invazyonu

6- Anjiyogenez’dir (10).

Kanser, genetik orijinli bir hastalik olup, neden olan genler iki temel alt grupta
incelenebilir (1).

1- Onkogenler: Normal bir hiicrede ¢ogalma ve farklilagma tizerinde etkili olan
genlere proto-onkogenler denir. Proto-onkogenler, aktive edici nokta mutasyonlari,
regiilasyonlar ve gen overekspresyonlarindan dolayr olan degisimler sonucunda
onkogenlere doniisiirler (11). Onkogenlerin, proto-onkogenlerin mutant allelleri olarak
telomerazlari kodlayan veya apoptozisi bloke eden genler oldugu diisiiniilmektedir (1).
Aktive edildiklerinde ya da ekspresyonlar1 arttiginda, tek bir mutant allel normal bir
hiicreyi, malign fenotipe donistiirebilir (1). Evrim boyunca iyi korunan onkogenler,
insanlardan mayalara kadar pek ¢ok canlida bulunmaktadir (12). Onkogenler; c-myc, L-
myc, N-myc, Ras, erB-1, erB-2, BRCA-1,BRCA-2 olarak sinmiflandirilirlar (13).

2- Tiumor baskilayict genler: Hiicre cogalmasini kontrol eden genlerdir. Bu genlerin
driinleri olan proteinlerin kanser olusumundaki rolii, hiicre dongiisiinii negatif yonde
diizenlemeleri, yani, herhangi bir hata varsa o hatanin yeni hiicrelere aktarimini
engellemek i¢in mitozu baskilamalari ile olur (14, 15). Tiimor supressor genler, normal gen

islevlerini inaktive edici mutasyonlar, interstisyel delesyonlar ve hipermetilasyon ile



kaybederler. Bunlar sonucunda hiicre siklusunun inhibisyonu engellenir ve tiimor geligimi
goriliir (16). Knudson’un iki allellik hedef (double hit) hipotezine gore, timdr supressor
genlerdeki ekspresyonlar sonucu ortaya ¢ikan tiimdrler, bir allelin dominant negatif
mutasyonu veya her iki allelde goriilen fonksiyon kaybiyla ortaya ¢ikarlar (1, 15, 17).
Timor supressor genler; p53, Rb, p16, FHIT, bcl-2 olarak siniflandirilirlar (13).

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu meydana gelen ve bir ylizeyde sislik meydana
getiren  hiicre  topluluklarina  tiimoér ad1  verilir.  Timorler  davraniglarinin
degerlendirilmesine gore malign ve benign olmak {izere ikiye ayrilir.

Malign tiimorler; kanser 6zelliklerini tasiyan tiimdrlerdir. Bu tlimorlerin hiicreleri,
cevre dokulara kan dolagimi, lenf sistemi, viicut bosluklar1 ya da yiizeyleri yolu ile
yayilarak o doku ve organlarda yeni tiimorler olustururlar. Buna metastaz denir. Malign
timorlerin en ¢ok goriilen o6zelliklerinden biri metastazdir. Malign tiimorler anaplastik
ozellik gosterirler ve farkli diizeyde diferansiasyon gosterirler.

Benign tiimdrler; baglangi¢ bolgeleriyle sinirli kalan tiimorlerdir. Metastaz goriilmez.
Morfolojik ve fonksiyonel olarak normal dokuya benzerler.

Kanser, viicuttaki hiicrelerden herhangi birinin anormal ¢ogalmasi ile ortaya ¢iktig
icin gerek davranis, gerek tedavi yontemi, gerek de tedaviye yanit agisindan biiyiik olciide
degisiklik gosteren cok sayida tiire sahiptir. Tibbi Onkoloji Dernegi’ne gore, en yaygin
goriilen kanser tiirleri; lenfomalar, akciger, kolon, meme, rahim ve rahim agzi kanserleridir.

Genel olarak kanserler ii¢ ana kategoride incelenirler.

1-Karsinomalar: Epiteliyal orijinli malign tiimorlerdirler. Tiim kanserlerin %90’ 11
olustururlar.

2-Sarkomlar: Mezensimal orijinli malign tiimorlerdir. Tim kanserlerin %3 {ini
olustururlar.

3-Lenfoid maligniteler: Lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayilan
tiimorlerdir. Tiim kanserlerin %7’sini olustururlar.

Hastalar, kanser tipine ve gelisim evrelerine bagli olarak, cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi yontemlerinin tek baglarina ya da beraber kullanilmalari ile tedavi edilir (18).
Klasik tedavilerin yanisira hastalar tedavi siiresince enerji tedavileri, bitkisel tedaviler,
akupunktur ve meditasyon gibi c¢esitli destekleyici ve alternatif tedavileri de

denemektedirler. Bunlar arasinda diinyada ve {ilkemizde en ¢ok bagvurulan yontem bitkisel



tedavilerdir (19, 20). Bunun nedeni hastalarin yarari bilinen, dogal tedavi yontemlerini
tercih etmeleridir (21).

4.2. BEYIN TUMORLERI

Beyin tlimorleri, beyin hiicrelerinin farklilasarak kontrolsiiz ¢cogalmasi ve kitle halini
almastyla olusur. Tiimoriin biiyiimesi ve gelismesi sonucunda, beyinin bdlgelerine baski
yapilir ve kafatasi i¢cindeki basincin artarak siddetli bas agrilarina neden olabilecegi gibi,
bir¢cok organda da olumsuz bulgulara rastlanir.

Beyin tiimoérlerinin etiyolojileri  tam olarak bilinmemekle beraber, kimyasal
faktorlerin, radyasyonun, ¢evre kirliliginin, genetik faktorlerin timor olusumu ve gelisimi
tizerine etkili olduklar1 diisiiniilmektedir (22).

Beynin kendisinden (glial tiimorler) ve cevresindeki zarindan (menengiomalar)
gelisenler birincil beyin tiimdrleri, bagka organlardan yayilimla (metastazlar) gelisenler ise
ikincil beyin tiimérii olarak degerlendirilmektedir. Ikincil tiimorler daha sik goriilmektedir.
Bunlarin disinda sinirlerden gelisenler (nérinom) ve beyin damarlarindan gelisenler de
( hemangiomlar) vardir. Beyin tiimorlerinin %70’ini birincil beyin timorleri, %30°unu ise
ikincil beyin timorleri olusturur (23). Biitiin kanserlere bagli 6lim oranlarinin %2’sini
birincil beyin tiimorleri olusturur (24, 25).

Primer beyin tiimorlerinin %60 kadar1 glial timorler olup, bunlarin da yaklasik
olarak 2/3’linii agresif glial timorler olusturmaktadirlar (22, 26). Glial timorler astrosit ya
da oligodendrisitlerden kaynaklanirlar (22). Astrositik tiimorler; patolojik ozelliklerine
gore, astrositoma, anaplastik astrositoma ve glioblastoma multiforme olarak tige ayrilirlar.
Oligodendroglial tiimoérler ise, oligodendroglioma ve anaplastik oligodendrogliomalar
olmak {izere ikiye ayrilirlar (22).

Merkezi sinir sisteminin malign tiimorleri arasinda en 6liimciil seyirli olan ve en sik
goriilen tiimor, glioblastoma multiformedir (GBM) (27, 28, 29, 30). Glioblastoma
multiformenin 6nemli 6zellikleri; hizli ¢ogalma, beyin dokusuna invazyon, nekroz,
anjiyogenez, mikrovaskiiler proliferasyon ve migrasyondur (31). Her yasta goriilebilen
GBM en sik 5-9 yas arasinda ve 60-69 yaslari arasinda goriiliir (32). Beyaz irkta ve
erkeklerde daha sik goriilmektedir (16). GBM tanisi i¢in, mikroskobik olarak niikleer



polimorfizm, nekroz, mitotik aktivite, endotelial hiperplazi bulgularinin en az igiiniin
olmas gerekir (25).
Cesitli tedavilere ragmen ortalama yasam siiresinin 1 yil olmasi nedeni ile yeni

tedavi yontemlerinin bulunmasi1 amaciyla son yillarda yogun olarak arastirilan bir konudur.

4.2.1. C6 Glioma Hiicreleri

Malign beyin tiimorlerinin olusum ve gelisim evrelerinin anlasilmasinda ve bunlara
yonelik tedavi yontemlerinin belirlenmesinde, tiimoriin kendisinden elde edilen, sinirsiz
mitotik  aktiviteye  sahip  hayvansal = kokenli  hiicre  dizileri  vazgecilmez
kaynaklardir (16, 33, 34).

Ik olarak 1968 yilinda Benda ve arkadaslari tarafindan Wistar-Furth siganlarina N-N’
nitrozometilire uygulanmasiyla olusturulan C6 glioma tiimdr hatti, ila¢ etkilegimi
caligmalari i¢in tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (35, 36, 37).

Intraserebral olarak Wistar-Furth siganlarina verilen C6 glioma hiicreleri yiiksek
mitotik aktivite, tiimor i¢i kanama, parenkimal indeksiyon, niikleer polimorfizm, timor
nekroz odaklart gibi ¢esitli malign glioblastoma karakteristiklerini gosterdikleri i¢cin GBM
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (16, 33, 35).



4.3. EPIGALLOKATESIN-3-GALLAT
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Sekil 1: EGCG’nin Molekiiler Yapisi

Cay, diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen igecektir (38). Giiniimiizde ticari olarak
tiretilmekte olan {i¢ tip ¢ay vardir. Bunlar; siyah cay (%76), yesil cay (%22) ve
oolong ¢ay1 (%2)’dir (39). Bu ¢aylarin herbiri Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindan
tiretilir ve en 6nemlisi polifenoller olmak iizere ¢esitli bilesikler igerirler (40). Yesil ¢aymn
diger bilesenleri, kafein, theanin, vitaminler, organik asitler, polisakkaritler, protein, lignin,
florid ve mineraller’dir (41). Polifenollerin miktart; genetik 6zelliklere bagh oldugu gibi,
iklim, 151k, yagis miktar1 gibi ¢evresel faktorlere bagl olarak da degisiklik gosterir (42).

Yesil cayin kuru agirhiginin %30-42°sin1 katesinler olusturur. Cay yapraklarinda
bulunan katesinler:  Epigallokatesin-3-gallat (EGCG), Epigallokatesin (EGC),
Epikatesin-3-gallat (ECG) ve Epikatesin (EC)’dir (40). Cay flavanollerinin farkli
antioksidan etkileri; hidroksil gruplarinin sayisi, baglandiklar: yerler ve galloil parcalarinin
varligina baghdir (43, 44). Buna gore ¢ay yapraklarinda bulunan major katesinlerin
antioksidan aktiviteleri epigallokatesin gallat>epigallokatesin>epikatesin gallat>epikatesin
olarak siralanmaktadir.

Yapilan epidemiyolojik ve deneysel calismalar ile, cay katesinlerinin antimikrobiyal,
antioksidan, anti-HIV, antikanserojen o6zellikleri ve kalp-damar hastaliklarin1 engelleyici

etkileri gosterilmistir (4,5,45).



In vitro bir ¢ok calismada, cay katesinlerinin, &zellikle EGCG’nin, melanoma,
akciger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri ve 16semiyi de igeren insan timor hiicreleri
soylarinda tiimor biiyiimesini 6nledigi gosterilmistir (46, 47). C6 glioblastoma multiforme,
U-87 ve U-373 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada EGCG’nin apoptotik etkileri ve bu
etkilere sebep olan maddenin de insiilin benzeri biiylime faktéri 1 (IGF-1) oldugu
gosterilmistir (48). EGCG’nin timdr hiicrelerinin yayilmasinda 6nem tasiyan MMP-9 ve

MMP-2’nin aktivitelerini azalttig1 da yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (49, 50).

4.4. RESVERATROL

HO T

OH

Sekil 2: RES’in Molekiiler Yapisi

Resveratrol (RES) (3,4,5-trihidroksi-stilben) bir ¢ok bitki tarafindan bakteri ve fungi
gibi patojenlere, sicaklik dalgalanmalarina, UV isinlarina ve yaralanmaya karsi dogal
olarak iiretilen bir fitoaleksindir. Resveratol, ilk olarak 1940 yilinda Michio Takaoka
tarafindan Veratrum grandiflorum O.Loes.’in (beyaz helleborus) kok bilesenlerinde
tanimlanmustir (51). Daha sonra 1977 yilinda Langcake, resveratroliin Vitis vinifera (asma)
yapraklarinda UV ismlarna ve fungal enfeksiyonlara karst sentezlendigini
gostermistir (52).

Resveratrol bu giine kadar yapilan caligmalarda 72 tiir, 31 cins ve 12 familyada
tespit edilmistir (53). Bununla beraber, oncelikle Polygonum cuspidatum (g¢oban degnegi),
Vitis vinifera (asma), Vaccinium sp. (kizilcik), Veratrum grandiflorum (beyaz ¢opleme),

Arachis hypogea (yer fistig1) ve Morus rubra (dut) bitkilerinde bulunur (54). Cin ve Japon



geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan Polygonum cuspidatum bitkisinin kokii en
zengin trans-resveratrol kaynagi olarak kabul edilir (55).

Resveratrol; antioksidan, antikanserojen, antiviral, antiinflamatuar, kalp koruyucu ve
kolesterol diisiiriicii 6zellikleri ile tip alaninda pek ¢ok calismada kullanilmistir.

Hayvan modellerinde yapilan ilk c¢alismalarda resveratroliin kanser riskini tiimor
growth faktorii engelleyerek ve kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirerek azalttigi
goriilmiistiir  (56). Laboratuvar ortaminda, diisik konsantrasyonlarda kullanilan
resveratroliin insan 16semi hiicrelerinde apoptozu baslattigi goriilmiistiir (57). Laboratuvar
ortaminda yapilan bagka c¢aligmalarda da resveratroliin meme kanseri hiicre soylarinda,
medulloblastoma hiicre soylarinda ve kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu baslattii ve
timor biytimesini engelledigi gosterilmistir (58). Bunun yanisira, prostat kanserinin
onlenmesi ve tedavisinde etkilidir (59). Koroner kalp hastaliklar1 riskini trombosit
kiimelesmesini ve LDL oksidasyonunu 6nleyerek azaltir (60). Cesitli ¢alismalarla, anti-

proliferatif etkisi de kanitlanmistir (61).

4.5. APOPTOZ

Apoptoz, organizmadaki hiicrelerin fizyolojik olan ya da olmayan sebeplerle komsu
hiicrelerden ayrilarak bazi degisikliklerden sonra yok olmasidir (62).

Fizyolojik hiicre 6liimii 1920’lerden beri bilinmesine ragmen, apoptoz ilk olarak Kerr
ve ark. tarafindan 1972 yilinda karaciger hiicrelerinde tespit edilmis ve adlandirilmistir (63,
64). Kerr’in biiziisme nekrozu olarak tamimladigi bu olayda, olen hiicrelerin
cekirdeklerindeki kromatin parcalarinin yogunlastifi gozlemlenmis ve organallerin iyi
korundugu fark edilmistir. Wyllie’nin 1980 yilinda yaptigi calisma ile, apoptozun ilk
biyokimyasal kaniti elde edilmistir. Buna gore; olgunlagsmamis timus hiicreleri,
glukokortikoidlere maruz birakilmis ve apoptoz gozlenmistir. Daha sonra apoptotik hiicre
DNA’smna elektroforetik jel ayrimi yapilmis ve hiicrede DNA biitiinliigii kalmadigy,
apoptotik hiicrelerde karakteristik olan merdiven seklinde DNA bantlarinin oldugu
gosterilmistir  (65). Cohen, yaptigi c¢alismalar sonucunda apoptozun genetik
mekanizmalarla kontrol edildigini gostermistir (66). Calismalarinda, timus hiicreleri

tizerinde yiiksek doz steroid kullanarak, once hiicreleri apoptoza yonlendiren genlerin
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aktive edildigini, daha sonra timus hiicrelerinin apoptoza yonlendirildigini ortaya

cikarmustir (67).

4.5.1. Apoptozun Temel Islevleri

Canlilarda embriyo doneminden, oliime kadar bir ¢ok evrede gorev alan apoptoz,
organizmadaki gelisim silirecindeki organizasyonun tamamlanmasi ve organizmanin
devamliliginin korunmasinda bazi hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin gereklidir (62).

Apoptozun goriildiigii olaylar baslica sunlardir:

- Memelilerde intrauterin gelisimde goriilen el ve ayak parmaklarin aralarinda bulunan
zarlarin ortadan kaldirilmasi, bobrek taslaklarinin dejenerasyonu, kan damarlarinin
azaltilmasi (62, 68, 69).

- Embriyonik donemin basinda ¢ok fazla iiretilen noronlarin azaltilmasi, dolayisi ile, sinir
sisteminin normal seklini almas1 (62).

- Metamorfoz ile kurbaga larvasinin kuyrugunun ortadan kaldirilmasi (62)

-Erigskinde hormona bagimli involiisyon (kadinlarda menstruasyon ile endometrium
hiicrelerinin yikilmasi, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme
bezlerinin rejenerasyonu) (62, 70).

- Kanser hiicrelerinin kemoterapi ajanlari ile ortadan kaldirilmasi (62, 66).

- Otoimmiin hastaliklarda sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (66).

Apoptoz siirecindeki dengenin bozulmasi, ¢esitli hastaliklarin patogenezine katkida
bulunur. Hiicre 6liimiiniin hiicre proliferasyonundan fazla oldugu durumlarda organizmada,
norodejeneratif hastaliklar, arteriyosklerozis, edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu
(Acquired Immune Deficiency Syndrome; AIDS), insiiline bagimli diyabet, hepatit C
enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii gibi hastaliklar goriiliirken; hiicre proliferasyonunun
hiicre olimiinden fazla oldugu durumlarda ise organizmada, kanser ve otoimmun

hastaliklar gorilir (71, 72, 73, 74, 75).

4.5.2. Apoptoz ve Nekroz

Canl1 organizmalarda hiicre 6limi apoptoz ve nekroz ile gerceklesir.
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Nekroz, klasik hiicre 6liimii olarak adlandirilir ve fizyolojik sartlar altinda meydana
gelir. Asirt 1s1 degisimi, oksijensiz kalma veya zararli bir uyari ile hiicrede siddetli bir
travma meydana gelir ve genellikle hiicreleri gruplar halinde etkiler (76). Morfolojik olarak,
endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve mitokondri gibi organellerde sisme goriiliir.
Plazma membran iyon transportunun bozularak, hiicre i¢ine Ca ve su girisi gozlenir. Fazla
Ca girisi ile hiicrelerde endoniikleazlar aktiflesir ve DNA’da kiriklar olusarak, nukleus zar1
parcalanir. Fazla su girisi nedeniyle de, hiicreler siser ve parcalanir. Hiicrelerin
parcalanmasi ile hiicre i¢i bilesenleri ve lizozomal enzimler hiicre dis1 ortama dokiiliir. Bu

enzimlerin komsu hiicre ve dokular1 zedelemesiyle inflamasyon meydana gelir (62, 76, 77).

(A)

———
10 um

Resim 1: Nekroz ve apoptozun elektron mikroskobu goriintiileri

A) Nekroz B) Apoptoz

Apoptoz, bircok Ozelligi ile nekrozdan farklilik gdsteren hem fizyolojik hem de
patolojik sartlar altinda meydana gelen bir O6lim seklidir (72). Apoptoz, hiicre
membranininda bleb olusumu, hiicre hacminde azalma, kromatin kondansasyonu, plazma
membraninin ve hiicre organellerinin biitiinliiglinliin korunmasi ve DNA’nin niikleus i¢i
niikleozom uzunlugundaki (yaklasik 200Mb) fragmanlara endoniikleotik kesimi ile
karakterizedir. Apoptotik hiicre 6liimii, dokuda bir bolgedeki birgok hiicreyi etkilemek

yerine, tek basina bir hiicreyi etkileyen ve aktif enerji tiiketimi gerektiren bir
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olaydir (68, 79, 80). Apoptozun en Onemli 6zglin yonii, spesifik sistein proteazlarin
(kaspazlar) aktivasyonu ile nukleus i¢inde DNA’nin internukleozomal bélgelerden
yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin
ortaya c¢ikmasina neden olur. Bununla beraber, bu durum hiicre tipine bagli olarak
degisebilir ya da sadece yaklasitk 50 kilobaz ¢ifti (kbp) boyutunda bir DNA
fragmantasyonu da goriilebilir (81). Morfolojik olarak goriilen ilk degisiklik kromatinin
nukleus zarinin altinda yogunlasip kondanse olmasidir. Kromatin kondansasyonundan
sonra nukleus kiigiik pargaciklara ayrilir, hiicre biiziisir ve kiigiilir. En sonunda da
cevreleri zar ile sarilmig, apoptotik cisimlere ayrilir. Apoptotik hiicrede goriilen énemli
degisikliklerden biri de, normalde hiicre zarinin i¢ yiiziinde bulunan fosfotidilserin’in erken
evrede zarmn dig yiiziine dogru yer degistirmesidir. Bu mekanizma ile fosfotidilserinler,
fagositik hiicreler igin sinyal verirler. Boylelikle apoptoz yolu ile 6len hiicreler dokulardan
temizlenir ve inflamasyon olusumu goriilmez (77, 82).

Hem nekroz, hem de apoptozun histolojik ve fizyolojik nedenlerinde biiyiik
farkliliklar vardir (83, 84). Nekrozun en yaygin nedeni, oksijen yetersizligi anlamina gelen
hipoksi’dir. Bununla beraber, arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve agir
metallerin yiliksek konsantrasyonlari, iskemi, hipertermi, litik viral infeksiyonlar ve siddetli
oksidatif stres de nekroza neden olan etkenlerdir (4, 85). Bir hiicrenin apoptozuna neden
olan etkenler ise; bliylime faktorii eksikligi, hiicre yaslanmasi, HIV, kanser ilaglari, yiiksek
doz glukokortikoid, Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler,

ve ¢ok siddetli olmayan oksidatif stres’dir (4, 86).
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OZELLIK

Yol acan
nedenler

Morfolojik
iizellikler

Bivokimyasal
iizellikler

Diger
izellikler

NEKROZ

Iskemi

Hipertermi

Hipoksi

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarn

Siddetli oksidatit stres

Hiicre membran biitiinligiiniin kayb:
Hiicre sigsmesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Bozulmus 1yon hemostazisi

ATP gerekmez (pasif siireg)

+4°C "de gergeklesebilir

DNA rasgele pargalamr

(agaroz jel elektroforezinde “smear™
goriintiisii)

Postlitik DNA fragmentasyonu
{oliimiin ge¢ safhasinda)

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Fizyolojik olmayan (patolojik) etkiler
sonucu gergeklesir

Lizozomal enzimler salimir
Inflamasyona neden olur

APOPTOZ
Biiyiime faktorii eksikligi
Hiicre yaslanmas:

Kanser ilaglan

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptérlerinin aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stres

Intakt hiicre membram, membranda cepgiklerinin
olusumu

Kromatinin niikleer membran civannda toplanmasi
ve yogunlasmasi

Hiicre kiigiilmesi

Hiicrenin intakt mitokondri, ribozom, niikleus
parcalan ve diger organelleri igeren membranla kaph
apoptotik cisimciklere parcalanmasi

Iyi kontrollii, bazi aktivasyonlarin ve enzimatik
basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siireg)

+4°C de gergeklesmez

DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb ciftinin
katlan olacak sekilde kinlir mono ve
oligoniikleozomlara ayrlir

{agaroz jel elektroforezinde merdiven paterni)
Prelitik DNA fragmentasyonu

{erken evrede gergeklesir)

Hiicreler tek tek veya birkagi bir arada liir
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir

Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler

Inflamasyon goriilmez

Cizelge : Nekroz ve apoptozun karsilastirilmasi (86)

4.5.3. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz, ¢esitli dis uyaranlar ya da i¢ sinyaller tarafindan aktive edilir (87).

Hiicrelerin apoptoza gitmelerine pozitif ve negatif sinyaller arasindaki dengenin bozulmasi

neden olur.

Pozitif sinyallerin kesilmesi; noronlar i¢in NGF ve lenfositler i¢in interlokin-2’nin
kesilmesidir ( 62).
Negatif sinyallerin alinmasi; TNF, Fas-ligand ve limfotoksin gibi proteinlerin

uyarilarinin alinmasidir (62, 88).
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Apoptozda goriilen degisikliklerin ¢ogu, kaspazlarin aktive olmalart ile gergeklesir.
Apoptozun indiiklenmesinde, temel olarak 3 yol vardir. Bunlar;
1- Mitokondriyal Yol ile Apoptoz
2- Dis sinyaller Yolu ile Apoptoz
3- Endoplazmik retikulum Aracili Apoptoz

Oliim Reseptorlerl Yolu Mitokondriyal Yol
i FasL
Fas/Apo oksidanlar  seramid  digerleri
/CDY5 DNA P 1- ¥
hasari P * ¥

FADD

DISC
Prokaspaz 8§

- Situkmm—c
Hiicresel Hedefler <= Kaspaz 3 apoptozom

Sekil 3: Apoptoz sinyal yollar1

4.5.3.1. Mitokondriyal Yol ile Apoptoz

Apoptozu baglatan yollarin kavsak noktasinin mitokondri oldugu belirlenmistir.
Ozellikle mitokondri i¢ membraninda bulunan ve elektron transport zincirinin bir iiyesi
olan sitokrom-c’nin saliverilmesi, apoptozu geri doniilmez bir sekilde baslatir. Sitokrom-c,
mitokondriden apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) ile beraber sitoplazmaya salinir. Bunun
ardindan, sitokrom—c sitoplazmik bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktor
(APAF-1)’e baglanir ve onu aktive eder. ATP’nin de katilimiyla “apoptozom” ad1 verilen
bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz—9’un aktif kaspaz—9 haline

doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3’i aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla
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aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoérii’'nii (ICAD, Inhibitor of Caspase—Activated
Deoxyribonuclease) inaktiflestirir. Boylece, ICAD’in baglandigi kaspazla aktiflesen
deoksiribonukleaz (CAD, Caspase—Activated Deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da
apoptozun karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve

oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (2).

4.5.3.2. Dis Sinyaller Yolu ile Apoptoz

Olim aktivatdrleri olarak bilinen Fas (APO-1,CD95) ve tiimor nekroz faktor
(TNF)’iin hiicre yiizeyinde yer alan Fas-L ve TNF-1 reseptorlerine baglanmasiyla
sitoplazmaya prokaspaz -8’i aktive eden sinyaller gonderilir. Aktive olan kaspaz-8 de,

kaspaz kaskadini tetikleyerek apoptoz olusturur (89, 90).

4.5.3.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre i¢i kalsiyum deposu olarak gorev alir (91).
Bunun yanisira, ER stresinin, hiicre o6limiint tetikledigi ve ¢esitli noérodejeneratif
hastaliklarin patogenezi ile iliskili oldugu gosterilmistir (2). Kaspaz-12 ER membraninda
yer alir ve bu yolla olusan apoptozda gerekli bir kaspazdir. Hiicre i¢indeki artan kalsiyum
seviyesi kaspaz-12’nin aktive olmasina neden olur ve kaspaz-9 ile etkileserek kaspaz
kaskadini aktive eder (92, 93).

4.5.4. Apoptozun Diizenlenmesinde Gorev Alan Genler
4.5.4.1. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptoz olayinin en son efektorii olup, proteaz olarak gorev yaparlar ve
hiicreyi apoptoza ugratirlar (62, 94). Kaspazlar, normalde hiicrede inaktif proenzimler
olarak sentezlenir. Bir kismi, kendileri aktifleserek gorev yaparlarken, bir kism1 da diger

kaspazlar tarafindan proteolitik parcalanmalarindan sonra aktif hale gegerler (62) ve

hiicreyi apoptoza gotiiren reaksiyonlar baslar (94, 95). Kaspazlar, sitoplazmik proteinlerin
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ya da niiklear DNA’nin kesilmesinde ve kaspaz ailesinden inaktif olan proteinlerin
aktiflesmelerinde rol oynarlar (62).

Memelilerde simdiye kadar 14 kaspaz tespit edilmistir. Kaspazlar, 3 grupta
siniflandirilirlar. Bunlar;

-Grup I (inflamatuar kaspazlar): Kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz 5, kaspaz 11, kaspaz 12,
kaspaz 13, kaspaz 14. Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Ayrica kaspaz
1, kaspaz 4 ve kaspaz 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive olabilmektedirler.

-Grup II (Baslatici1 kaspazlar): Kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10

-Grup 11 (Efektor kaspazlar): Kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7 (4, 93, 96, 97).

Apoptotik etkiden sorumlu olan kaspaz 3, hiicrelerde en ¢ok bulunan kaspaz olup,
etkisi kaspaz 6 ve kaspaz 7 tarafindan desteklenmektedir. Kaspaz 3’tin aktif formunun
ekspresyon seviyesi genellikle apoptozu ortaya ¢ikarmakta kullanilmaktadir (98).

Kaspazlarin diizenlenmesi, apoptoz proteinleri inhibitorleri (IAP) adi verilen ve
kaspaz ailesini direkt olarak baskilayarak apoptozu engelleyen bir protein ailesi tarafindan
yapilir (4, 94). Gliniimiizde 5 tanesi tanimlanmis bulunan IAP proteinleri, XIAP (X linked
inhibitor of apoptosis), c-1AP1, c-IAP2, néronal IAP ve survivindir (99). En yaygin ve en
etkin olan1 XIAP olup, c-1AP1 ve c-1AP2 ile beraber direkt olarak kaspaz 3, kaspaz 7 ve

kaspaz 9’un inhibe edilmesinden sorumludur (99).

45.4.2. Bcl-2 Ailesi

Apoptozu mitokondrial seviyede kontrol eden Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve
proapoptotik iliyelerden olusan bir onkogen grubudur (95, 99). Antiapoptotik iliyelerden
Bcl-2 ve Bel-XL, kaspazlarin 6ncii formlarint durdurarak ya da kaspaz akigini direkt olarak
aktive eden sitoplazmadaki apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-c gibi apoptotik
faktorlerin mitokondriden salinimini engellerler (100). Dolayisiyla, hiicre apoptoza
gidemez. Proapoptotik iiyelerden Bax ve Bak gibi iiyeler de heterodimerizasyon yoluyla
kaspaz serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin gecis porlarinin agikligini degistirerek
sitokrom-C’nin sitoplazmaya salinmasini saglarlar. Dolayisiyla kaspaz aktivasyonuna yol
acarlar (100, 101).
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Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-
2 ailesi genlerinin etkisine baglidir (95). Bcl-2 ailesine ait olan tiim proteinlerde homoloji
tinitesi (BH) bulunur (BH1-BH2-BH3-BH4) (99).

Bcl-2 protein ailesinin tiyeleri yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore tige ayrilirlar
(102).

1- Antiapoptotik iiyeler: Bu iiyeler en azindan BH1 ve BH2 iinitelerini igerirler ve
hiicreyi apoptoza kars1 korurlar. En 6nemlileri sunlardir; Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1, Al,
NR13, Boo/Diva.

2- Proapoptotik iiyeler: Bu iiyeler apoptozda rol oynarlar ve BH4 diginndaki diger
tiniteleri igerirler. En 6nemlileri sunlardir; Bax, Bak, Bok.

3- Sadece BH3 iinitesi iceren iiyeler: Bu liyeler sadece BH3 {initesi igerirler ve
proapoptotik rolleri vardir. En 6nemlileri sunlardir; Bid, Bad, Bim, Bik, Bnk, Hrk.

Antiapoptotik iiyelerden Bel-2 ve Bcl-XL sadece mitokondrinin dis membraninda
bulunurlarken, proapoptotik iiyeler sitozolde veya membranda bulunabilirler.

Bcl-2’nin ayrica mitokondri ile olan iliskisinden dolay: antioksidan bir etkiye sahip
oldugu ve boylece oksidatif stresin neden oldugu apoptozu baskilayabildigi
bulunmustur (103, 104).

45.4.3. p53

Apoptozun en 6nemli regiilatorii, DNA hasari ile diizenlenen p53 tiimdr supresor
genidir. Normal p53 hiicre siklusunun, G1 fazinda duraklamasina neden olmaktadir.
Boylece DNA hasarinin tamiri i¢in gerekli siire saglanarak mutasyonlarin olusmasi
engellenmektedir. Eger tamir olay1 ger¢eklesmezse, p53 apoptozu indiiklemektedir (105).

Giliniimiizde anti-timor olarak kullanilan ilaglarin birgogu, p53 proteini seviyesini
arttirmaya yoneliktir. Bunun sonucunda hasar tamir edilebilir veya apoptoz uyarilabilir
(106, 107). Apoptozun indiiklenmesinde p53’iin 6nemi, normal p53’e sahip kanserli
hiicrelerin kemoterapiye cevap vermesi, mutant p53’e sahip olanlarin ise kotii prognozu
seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (108, 109). Memeli hiicrelerinde p53 ile ayni islevi yapan
p63 ve p73 genleri de tespit edilmistir (110).
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4.5.4.4. Apoptozda Gorev Yapan Diger Proteinler

Mitokondriden salinan apoptoz indiikleyici faktor (AIP) ve Endonukleaz G, kaspaz
aktivasyonu olmadan hiicre 6liimiine neden olurlar.

AIF (Apoptoz indiikleyici faktor); mitokondride gorev yapan bir flavoprotein olup,
apoptoz uyarisinin alinmasini takiben nukleusa geger. DNA’nin parcalanmasinda ve
nukleusta kromatin yogunlagsmasinda gorev alir (76).

Endonukleaz G; kuvvetli nukleaz aktivite gosterir. Mitokondrideki gorevi;
transkripsiyon esnasinda RNA-DNA hibritlerinin ayrilmasinda etkili olmaktir. Apoptoz
uyarisinin alinmasini takiben nukleusa gecerek DNA’nin pargaciklara ayrilmasina neden

olur (76).

4.5.5. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Apoptozu belirlemek i¢in birgok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler; morfolojik,
immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve immiinolojik yontemlerdir. Biz de calismamizda
apoptozun saptanmasinda en ¢ok kullanilan histokimyasal yontemlerden biri olan terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT)-aracili dUTP-biotin ¢entik-ug etiketleme (TdT-mediated
dUTP-FITC nick end-labeling, TUNEL) yontemini kullandik.

Hiicrede apoptozu belirleme yontemlerini su sekilde siniflandirabiliriz; (2)

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri

- Isik mikroskobu ile : Giemsa ve Hematoksilen ile boyama
- Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi ile : Hoechst boyasi, DAPI,
propidium iyodiir ile boyama

- Elektron mikroskobu ile

- Faz kontrast mikroskobu ile

2. Immiinohistokimyasal yontemler

- Anneksin V Yontemi

- Tunel Yontemi

- M30 Yo6ntemi

- Kaspaz—-3 Yontemi

3. Biyokimyasal yontemler
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- Agaroz Jel Elektroforezi

- Western Blotting

- Akim Sitometri

4. iImmiinolojik yontemler

- Enzim ilintili immiin test (ELISA)
- Florimetrik yontem

5. Molekiiler biyoloji yontemleri .

455.1. Tunel Yontemi

Apoptozun en Onemli karakteristik ozellklerinden biri, DNA iizerinde kiriklar
meydana gelmesidir. Tunel yonteminde, DNA kiriklariin serbest 3°’OH kismui biotin,
digoxigenin ya da florescein gibi modifiye edilmis enzimatik etiketlerin baglanmasi ile
belirlenir (111). Apoptoz ¢alismalarinda yaygin kullanilan metodlardan biri olan Tunel, ilk
kez 1992°de Gavrieli ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (112).

Isaretlenen hiicreler, flow sitometri ya da immiinohistokimyasal yontemlerle
incelenebilir (4).

Tunel metodu uygulanan doku kesitleri, hematoksilen ile zit boyama yapildiktan
sonra incelenir. Parafinle bloklanan kesitler ise, sirayla deparafine ve dehidrate edildikten

sonra, g¢esitli tamponlarin ve ¢ozeltilerin kullanildig islemlerden gegirilir (95).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASALLAR VE COZELTILER

1)NaCl, Atabay AT091-950

2) Na2HPO4, Riedel-de Héen 81890

3) DMEM, Sigma D5546

4) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

5) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-IC

6) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
7) Fetal Sigir Serumu, Seromed S0115

8) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

9) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

10) DMSO, Sigma D 2650

11) Apoptag plus peroxidase kit, Chemicon, S7101 millipore
12) Hematoksilen eosin

13) Epigallocatechin gallate, >95, 50 mg, Sigma aldrich E4143
14) Resveratrol, >99%, 100 mg, Sigma aldrich R5010

15) BrdU antikoru, Neomarker MS-1058-P

16) 5-Bromo-2-deoksiuridin, Sigma B-5002

17) AEC Substrat Kit, In vitrogen 85-9943

18) Histostain plus Kit, In vitrogen 85-9043

5.1.1. EGCG I¢in Kimyasal Data

Sinonim:(—)-cis-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol  3-
gallate, (—)-cis-3,3",4",5,5',7-Hexahydroxy-flavane-3-gallate, EGCG

Molekiiler Formiil: C22H18011

Molekiiler Agirhk: 458,37

Katalog No: 989-51-5 (64).
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5.1.2. Resveratrol I¢in Kimyasal Data

Sinonim: 3.4’,5-Trihydroxy-trans-stilbene, 5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-
benzenediol

Molekiiler Formiil: C14H1203

Molekiiler Agirhk: 228.24

Katalog No: 501-36-0

5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Glioblastoma Multiforme Hiicre Hatt1

Bu aragtirmada Amerikan Hayvan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (American Type
Culture Collection, ATCC, Rockville, Marryland, USA) hiicre bankasindan saglanan CCL-
107 kodlu sigan C6 hiicre soyu kullanildi. Istanbul Bilim Universitesi Hiicre Kiiltiirii

laboratuvarinda pasajlamalar yapildi.

5.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullandigimiz, C6 glioma hiicreleri i¢in besi ortami; inaktive
edilmis %10 fetal sigir serumu (FCS) ve 0,2mM glutamin, 100 iinite/ml penisilin ve 100
g/ml streptomisin antibiyotikleri igeren Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu
(DMEM-F12) ve besleyici karisim Ham’s F12 medyumudur. C6 glioma hiicreleri DMEM-
F12 besiyeri igerinde, i¢ ortam1 %5 CO2, %95 nem igeren ve 37°C olan inkiibatorde
blyiitildi. Haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iretildi. EGCG distile su igerisinde
hazirlandi. Resveratrol, 1:1 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) ve distile su iginde
hazirlandi.

RES’in etkilerini belirlemek i¢in olusturulan deney grubuna 12,5 pg/ml
konsantrasyonunda RES eklendi.

EGCG’nin etkilerini belirlemek i¢in olusturulan deney gruplarina 50 pug/ml ve

100 pg/ml konsantrasyonlarinda EGCG eklendi.
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RES ve EGCG’nin etkilerinin birlikte incelenecegi deney gruplarma; 12,5 pg/ml
RES ve 50 pg/mg EGCG, 12,5ug/ml RES ve 100 pg/mg EGCG, 25 pg/ml RES ve 50
ug/mg EGCG, 50 pg/ml RES ve 100 pg/mg EGCG birlikte uygulandi. Tiim calisma

gruplarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda deney sonlandirildi.

5.3. HUCRE APOPTOZUNUN BELIRLENMESI

5.3.1. TUNEL Yontemi

Tunel yontemi, apoptotik hiicreleri saptamaya yarayan, en duyarli ve en hizli metod
olup, niikkleer DNA fragmantasyonunu saptamaya dayanan biyokimsayal bir indikatordiir.
Bu yontem temelinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini serbest 3°-OH
uclarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanir,apoptoza giden hiicrelerin
goriintiilenmesini saglar (113). Kromojen diamino benzidin (DAB) ile goriiniir hale

getirilir.

TUNEL

Deney gruplarina ait hiicreler, %5 CO2 inkiibatorde 24saat, 48 saat ve 72 saat olacak
sekilde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1xfosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
ile 5 dakika yikandi. Sonra, metanol ile -20 derecede 5 dakika fikse edildi. Metanol
uygulamasi sonrasi hiicreler, 1xPBS'te 5 dakika bekletildi. Equilibrasyon tamponu 5
dakika oda 1sisinda hiicrelere uygulandi. Bu asamada her lamel i¢in 57 pl TdT tamponu 3
ul TdT enzimi ile karistirildi ve hiicrelere 1 saat 37 °C’de uygulandi. Inkiibasyon sonrasi
PBS ile 3x1 yikama yapildi. Anti-digoksigenin konjugati lamellere oda 1sisinda 30 dakika
uygulandi. 2x4 1xPBS ile yikama sonrasinda hiicreler 1x3 distile su ile yikandi. PBS
yikamalarindan sonra, DAB peroksidaz substrati eklendi ve 5 dakika hematoksilen eozin

ile zit boyama yapildi. Hiicrelerin fotografi Olympus BX-50 151k mikroskobu ile ¢ekildi.
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5.4. HUCRE PROLIFERASYONUNUN BELIRLENMESI

5.4.1. BrdU Yontemi

5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU); DNA’daki niikleik asitlerin bazlarindan biri olan
timin (T)deki metil grubu yerine bromin atomu igerir. BrdU, kiiltiir ortaminda T ile yer
degistirir ve replikasyon sirasinda DNA zincirine girer. Anti- BrdU monoklonal antikoru

ile boyanarak sayim yapilabilir veya ELISA ile dlgiilebilir (114).

Bromodeoksiuridin (BrdU) Immiinositokimyasi

Deney gruplarina ait hiicreler, proliferasyon oranlarinin belirlenmesi amaci ile, hiicre
siklusunun S fazma 6zgli olan olan bromodeoksiiiridin (BrdU) isaretleyicisinden 1mM
eklenerek 1 saat siire ile 37°C’de inkibe edildi. Sonra, metanol ile fikse edilen hiicrelerin
DNA’s1 2N HCl ile 37°C’de 30 dakika boyunca denatiire edildi ve borat tampon ile (pH:8)
notralize edildi. PBS ile yikanan hiicrelere, Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek
amaci ile, non-immun serumla 20 dakika bloklama islemi uygulandi. Anti-BrdU fare
monoklonal antikoru (Mouse monoclonal- NeoMarkers) ile 0.5/100 diliisyonda, 1 saat oda
1s1sinda birakildi. Primer antikor uygulamasindan sonra hiicreler PBS ile yikanarak, sirayla;
biyotin-HRP bagli ve streptavidin peroksidaz sekonder antikorlari (Histostain Plus Kit,
Zymed) 20’ser dakika uygulandi. Spesifik renk reaksiyonunu goriintiileyebilmek i¢in

amino etil karbazol (AEC) kromojeni uygulandi.

5.5. MiKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Kiiltiire edilen hiicrelerin inceleme ve degerlendirmeleri Olympus X70 invert
mikroskopta gerceklestirildi. Immiinositokimyasal olarak boyanan hiicrelerin inceleme,
degerlendirme ve fotograflandirma islemleri ise Olympus BX 50 mikroskobu kullanilarak

gergeklestirildi.
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6. BULGULAR

6.1. APOPTOZ VERILERININ MiKROSKOBIK ANALIZI

Resim 2: 24 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii,
x100

Resim 3: 24 saatlik 12,5 ug/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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Resim 4: 24 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

Resim 5: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisti, x100
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Resim 6: 24 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 7: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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Resim 8: 24 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 9: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Apoptotik verilerimizi zamana gore degerlendirdigimizde, 24 saatlik zaman arali§inda;
-Kontrol grubu hiicrelerinde morfolojik bir degisiklik gdzlenmedi. Hiicreler, saglikli hiicre
morfolojisine sahipti (Resim 2).

-12,5 pg/ml RES ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde 24.saatin sonunda az da
olsa, apoptoza ugramis hiicrelere rastlandi (Resim 3).

-50 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerde diisik doz ve uygulama siiresinin
kisaligina bagl olarak hiicrelerde az miktarda apoptoz goriildii (Resim 4).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerde, konsantrasyondaki artisa bagli olarak
apoptoza ugramis hiicrelerde artis goriildii (Resim 5).

-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubunda, apoptoza ugramamis C6 glioma
hiicrelerinde azalma goriildii (Resim 6).

-12,5 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda, apoptoza ugramamis C6 glioma
hiicrelerinde azalma goriildii (Resim 7).

-25 pg/ml RES ve 50 ug/ml EGCG grubunda, apoptoza ugramamis C6 glioma hiicrelerinde
azalma goriildii (Resim 8).

-50 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda, apoptoza ugramayan ¢ok az C6 glioma

hiicresi gozlenmistir (Resim 9).
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Resim 10: 48 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii,
x100

Resim 11: 48 saatlik 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Resim 12: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

Resim 13: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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Resim 14: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 12.5 ug/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 15: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Resim 16: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 25 pug/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 17: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Apoptotik verilerimizi zamana gore degerlendirdigimizde, 48 saatlik zaman arali§inda;
-Kontrol grubu hiicrelerinde morfolojik bir degisiklik gézlenmedi. Hiicreler,saglikli hiicre
morfolojisine sahipti.24 saatlik kontrol grubuna gore,hiicre sayisinda artis meydana geldi
(Resim 10).

-12,5 pug/ml RES ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde 48.saatin sonunda 24
saatlik 125 pg/ml RES grubuna goére, apoptoza ugramis hiicrelerde artis
gozlendi (Resim 11).

-50 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerde 24 saatlik 50 pg/ml EGCG grubuna
benzer sekilde apoptoza ugramis hiicreler gézlendi (Resim 12).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerde, 48.saatin sonunda 24 saatlik 100 pg/ml
EGCG grubuna gore apoptoza ugramis hiicrelerde artis gozlendi (Resim 13).

-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubunda, 24 saatlik 12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml
EGCG grubuna gore apoptoza ugrayan C6 glioma hiicrelerinde artis
gozlemlendi (Resim 14).

-12,5 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda, hiicrelerin biiyiik bir kisminin apoptoza
ugradigi gozlemlendi (Resim 15).

-25 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubunda, hiicrelerin biiyiik bir kisminin apoptoza
ugradigi gozlemlenmistir (Resim 16).

-50 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda, hiicrelerin ¢ogunlugunun apoptoza ugradigi

gozlemlenmistir (Resim 17).
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Resim 18: 72 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisi,
x100

Resim 19: 72 saatlik 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100



Resim 20: 72 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

Resim 21: 72 saatlik 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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Resim 22: 72 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 12.5 ug/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 23: 72 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Resim 24: 72 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 25: 72 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Apoptotik verilerimizi zamana gore degerlendirdigimizde, 72 saatlik zaman arali§inda;
-Kontrol grubu hiicrelerinde morfolojik bir degisiklik gézlenmedi. Hiicreler,saglikli hiicre
morfolojisine sahipti.24 ve 48 saatlik kontrol gruplarina gore,hiicre sayisinda artis
meydana geldi (Resim 18).

-12,5 pg/ml RES ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde 72.saatin sonunda hiicre
sayisinin azaldigi belirlenirken, tiim hiicrelerde apoptoz goriildii (Resim 19).

-50 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerde 24 ve 48 saatlik 50 ug/ml EGCG
gruplarina gore, apoptoza ugramis hiicrelerde artis gozlendi (Resim 20).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin, 24 ve 48 saatlik 100 pg/ml EGCG
gruplarina gore, en fazla bu doz ve siirede apoptoza ugradiklar1 goriilmiistiir (Resim 21).
-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubunda, az miktarda apoptoza ugramamis hiicre
gozlemlendi (Resim 22).

-12,5 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda, hiicrelerin tiimiinde apoptoz gozlemlendi
(Resim 23).

-25 png/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubunda, 72 saatin bu doz i¢in en fazla hiicrenin
apoptoza ugradig siire oldugu gozlendi (Resim 24).

-50 pg/ml RES ve 100 ug/ml EGCG grubunda, hiicrelerin tamaminin apoptoza ugradigi
gozlemlendi (Resim 25).

39



6.2. PROLIFERASYON VERILERININ MiKROSKOBIK ANALIZi

Resim 26: 24 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki
goriintiist, X100

Resim 27: 24 saatlik 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100



20 pm

Resim 28: 24 saatlik 50 ug/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

20 pm

Resim 29: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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20 pm

Resim 30: 24 saatlik 50 ug/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

20 pm

Resim 31: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 12.5 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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20 pm

Resim 32: 24 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

20 pm

Resim 33: 24 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, X100
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Proliferasyon verilerimizi zamana gore degerlendirdigimizde, 24 saatlik zaman araliginda;
-Kontrol grubunda hiicre siklusunun erken fazinda oldugunu diisiindiigiimiiz hiicrelerde
BrdU ile isaretlenme az miktarda gergeklesti (Resim 26).

-12,5 pg/ml RES ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde isaretlenme gozlendi
(Resim 27).

-50 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi
(Resim 28).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi
(Resim 29).

-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gozlendi (Resim 30).

-125 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, hiicr BrdU ile
isaretlenmedigi gozlendi (Resim 31).

-25 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gozlendi (Resim 32).

-50 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda hiicrelerin BrdU ile isaretlenmedigi
gozlendi (Resim 33).
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Resim 34: 48 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki

goriintiisi, x100

Resim 35: 48 saatlik 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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20 pm

Resim 36: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

20 pm

Resim 37: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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20 um

Resim 38: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100

20 pm

Resim 39: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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20 pm

Resim 40: 48 saatlik 50 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

20 pm

Resim 41: 48 saatlik 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml RES ile muamele edilen C6

glioma hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Proliferasyon verilerimizi zamana gore degerlendirdigimizde, 48 saatlik zaman araliginda;
-Kontrol grubunda hiicre kiiltiiriinde ¢ok sayida C6 glioma hiicresinin BrdU ile
isaretlendigi gézlendi (Resim 34).

-12,5 pg/ml RES ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde isaretlenme gozlendi
(Resim 35).

-50 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi (Resim
36).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi
(Resim 37).

-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gbzlendi (Resim 38).

-12,5 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, hiicr BrdU ile
isaretlenmedigi gézlendi (Resim 39).

-25 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gbzlendi (Resim 40).

-50 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda hiicrelerin BrdU ile isaretlenmedigi
gozlendi (Resim 41).
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Resim 42: 72 saatlik kontrol grubu hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki
goriintiisii, X100
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20 pm

Resim 43: 72 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin

faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x 100
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Resim 44: 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

Resim 45: 50 pg/ml EGCG ve 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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20 um

Resim 46: 100 pg/ml EGCG ve 12,5 pg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100

20 pm

Resim 47: 50 pg/ml EGCG ve 25 ng/ml RES ile muamele edilen C6 glioma

hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisii, x100
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Proliferasyon verilerimizi zamana goére degerlendirdigimizde, 48 saatlik zaman araliginda;
-Kontrol grubunda hiicre kiiltiiriinde ¢ok sayida C6 glioma hiicresinin BrdU ile
isaretlendigi gozlendi (Resim 42).

-12,5 pg/ml RES grubunda, 72. saatte hiicre goriilmedi.

-50 ug/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi (Resim
43).

-100 pg/ml EGCG ile muamele edilmis hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi gozlendi
(Resim 44).

-12,5 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gbzlendi (Resim 45).

-12,5 pg/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, hiicr BrdU ile
isaretlenmedigi gozlendi (Resim 46).

-25 pg/ml RES ve 50 pg/ml EGCG grubundaki hiicrelerin, BrdU ile isaretlenmedigi
gbzlendi (Resim 47).

-50 ug/ml RES ve 100 pg/ml EGCG grubunda 72. saatte hiicre goriilmedi.
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7. TARTISMA

Kanser, viicuttaki hiicrelerden herhangi birinin anormal c¢ogalmasi ile ortaya
cikabilecegi icin gerek davranis, gerek tedavi yontemi, gerek de tedaviye yanit agisindan
bliyiik oOlclide degisiklik gosteren cok sayida tiire sahiptir. Hastalar, kanser tipine ve
gelisim evrelerine bagli olarak; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin tek
baslarina ya da beraber kullanilmalar1 ile tedavi edilir (18). Klasik tedavi yontemlerinin
kanser tedavisindeki onemi tartisilmazdir. Bununla beraber, kanser vakalarinin sayilarinin
artist ve kullanilan ilaglara karsi olusan direng¢ ile yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Giintimiizde dogal beslenme ve gevreye olan ilgi her gegen giin biraz daha
artmakta ve bunun sonucu olarak, tibbi ve aromatik bitkilerin 6nemi 6n plana
¢ikmaktadir (115). Bunun nedeni hastalarin konvansiyonel uygulamalarla birlikte yarari
bilinen, dogal tedavi yontemlerini tercih etmeleridir (21).

Cin ve Tayvan gibi bazi Asya iilkelerinin c¢ayr 3000 yildir saglik amaciyla
kullandiklar bilinmektedir. Geleneksel Cin ve Hindistan tibbinda yesil ¢ay idrar soktiiriicii,
viicut yaralarini ve kalp rahatsizliklarini iyilestirici amagclar i¢in kullanilmistir. Giinlimiizde
ise yesil caym insan saglig1 iizerine etkileriyle ilgili hiicre kiiltlirlerinde ve hayvan
modellerinde 6nemli bilimsel ¢aligmalar yiiriitiilmektedir (3).

EGCQG, yesil cayda bulunan fenolik yapidaki katesinlerin en onemlilerinden biridir.
Yesil caym farmakolojik aktivitelerinden sorumlu olan ve en fazla oranda bulunan
katesindir (115).

Yesil ¢ayda bulunan saf Kkatesinlerin ve fenolik asitlerin, bir in vitro lipoprotein
oksidasyon modelinde antioksidan vitaminler olan C, E ve B-karotenden daha giiclii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ileri stiriilmiistiir (116).

EGCG’nin kansere karst koruyucu etkisi ilk kez 1987’de yapilan bir c¢alismada
gosterilmistir  (117). 1992 yilinda da yesil cay kanser Onleyici ajan olarak
onaylanmustir (118).

Yapilan ¢alismalarda, yesil ¢aymn kanseri 6nleme mekanizmalari; mutajeniteyi ve
genotoksisiteyi Onleme, timor baslama ve ilerlemesini geciktirme, detoksifikasyon
enzimlerini etkinlestirme, karsinojenlerin aktiflesmis mekanizmalarini tuzaga diisiirme ve

serbest radikal temizleme aktivitesi gosterme olarak belirlenmistir (119, 120).
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Yesil cayin, hiicre proliferasyonunun ve transformasyonunun inhibisyonuna yol agan
sinyal transdiiksiyon yolaklarin1 diizenledigi, preneoplastik ve neoplastik hiicre
apoptozisini indiikledigi, timor invazyonu ve anjiyojenezisini inhibe ettigi belirtilmektedir
(121,122). EGCG neoplastik hiicrelerin yayilmasina ve metastazina neden olan proteolitik
aktiviteye sahip tirokinaz enzimi tizerinde inhibitor etki gostermektedir (118).

Hayvan ¢alismalar1 yesil ¢ayin deri, akciger, oral kavite, 6zofagus, karaciger, mide,
bobrek ve diger organ kanserlerini inhibe ettigini gostermistir (120, 122, 123, 124, 125).

Apoptozis hasarli veya anormal hiicreleri yok etmeye yarayan bir mekanizmadir.
EGCG’nin oksidatif strese karsi koruyuculugunda apoptik yolaklart etkiledigi
gosterilmistir (126). EGCG apoptozisi; GO/G1 fazi hiicre dongiisti arresti yaparak NFkB
(127) ve Tiumor nekroze faktér (TNF) gen ekspresyonu ve saliminin inhibisyonu (128),
mitokondrial depolarizasyon (129), biiyiime faktorlerinin sinyalizasyonunun (130),
kaspaz-8 (131) ve kaspaz-3 (132) aktivasyonunun 6nlenmesi gibi mekanizmalarla indiikler.

EGCG'nin kanserli hiicrelerin hiicre siklusunu duraklattigini  ve apoptoza
yonlendirdigi, bunu yaparken normal hiicrelere ya etki etmedigi ya da etkisinin az oldugu
gbzlemlenmistir (133). Buna gore EGCG bir ¢ok tiimor hiicresini apoptoza yonlendirebilir.
Bu se¢imli apoptotik potansiyeliyle EGCG, tizerinde durulmasi gereken bir anti-neoplastik
ajandir (4).

TNF, tiimor olusumunda esansiyel bir sitokindir. APl ve NFkB ekstraseliiler
sinyallere hizlica cevap veren transkripsiyon faktorleridir. EGCG, APl ve NFkB
aktivasyonunu baskilayarak TNF gen ekspresyonunu inhibe eder (134, 135). Yapilan bir
calismada,farelere igcme suyu ile verilen %0.1 yesil cay ekstresi TNF diizeyini
azaltmistir (117).

Fujiki H. ve arkadaslar1 toksik olmayan kimyasal kanser onleyici ajanlar gelistirmek
amaciyla fare derisi iizerinde tiimor gelisimi prosesini inhibe eden ajanlarla yapmis
olduklar1 ¢alismanin sonucunda Japon yesil ¢cayinin ana bileseni olan EGCG 'nin giinliik
hayatta kullanilabilecek pratik kanser onleyici etkisinin oldugunu bulmuslardir (136).

Yesil cay katesinlerinin, insan mide kanseri KA-TO III hiicrelerinin, insan 16semi
MOLT-4B hiicrelerinin, DU 145 insan prostat hiicrelerinin apoptozunu indiikledikleri ve

doku kiiltiiriinde hiicre biiyiimelerini inhibe ettikleri saptanmistir (137).
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Hirose ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada yesil ¢ay katesinlerinin ince barsakta
kanser olusumunu karsinojenle birlikte veya kanser olustuktan sonra verilse dahi
baskiladiklarini géstermislerdir (138).

Birgok tiimor hiicre serisinde EGCG, tlimoriin biiylimesini inhibe eder. EGCG nin
normal W138 hiicreleri ve kanser hiicreleri olan W138VA ile normal insan fibroblastlar
tizerine etkisi de incelenmistir. 40 uM konsantrasyonlarda EGCG normal hiicreler {izerine
etki gostermezken; kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder. Aymi hiicreler 200 uM
dozda EGCG'ye 8 saat maruz birakildiklarinda, kanser hiicrelerinin %50 den fazlasi
apoptoza yonlenirken, normal hiicrelerin sadece %1 den az1 apoptoza gitmistir (139).

Telomeraz boliinmeleri sirasinda kanser hiicrelerinin kromozomlarinin uglarint
korur ve onlarmn proliferasyon kapasitesi i¢in esansiyeldir. EGCG’nin, hiicre ekstraktinda
ve canli hiicrelerde telomerazi inhibe ettigi gosterilmistir. Cayin antikanser 6zelliginin
aciklanmasinda, ana mekanizmalardan biri telomerazin inhibisyonu olabilecegi
belirtilmistir (140).

Insan meme epiteli 184-B5 hiicrelerinde benzopirenin (BP) indiikledigi hatali
proliferasyonu EGCG inhibe eder.Katesin bunu p53 bagimli apoptozu indiikleyerek ve
hiicre siklusunu diizenleyerek yapmaktadir (141).

Katesinler ayrica apoptozisi proapoptotik ve antiapoptotik gen ekspresyonunu
degistirerek etkilemislerdir (126).

Ayrica bir ¢ok ¢alisma, c¢ay Kkatesinlerinin antimutajenik aktivitesi oldugunu
gbstermistir (142, 143). Insan ldkositlerinde cay katesinlerinin mitokondrial DNA’da
(mtDNA) mtDNA4977 delesyon mutasyonunu baskilayabilecegi gosterilmistir. 10 saglikli
kadina 5 hafta boyunca 350 ml, katesinden zengin ¢ay igirilmis, 5 haftanin 6nce ve
sonrasinda deneklerden ikiser kez kan 6rnegi toplanmis, mtDNA’da delesyonlar polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak analiz edilmistir. 9 kiside ¢ay igmeden 6nce mtDNA 4977
delesyonu goriilmiis, bu delesyon ¢ay igen pek ¢ok kiside bulunmamustir (144).

EGCG, timor promotorii olan okadaik asit etkisi ile indiiklenen
BALB/3T3hiicrelerinde TNF-a (Timor nekrozis faktdr) salinimini inhibe eder. Bundan
yola c¢ikarak EGCG'nin m-RNA ekspresyonunu, saliimini ve timor promotoriin

hiicrelerle etkilesimini engelleyerek inhibe ettigi ileri siiriilmektedir (145).
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Resveratrol baglica {izim meyvesinde bulunan, kirmizi sarapta Onemli
konsantrasyonlarda varligi bilinen, l6semi, prostat, meme kanseri ve diger epitelyal
kanserlerde hiicre gogalmasini engelleyen dogal bir bilesiktir (146, 147).

Resveratrol ¢ok yonlii molekiiler ve biyokimyasal ozellikleri olan bir bilesik
olmasiyla birlikte, en c¢ok bilinen ve arastirilan Ozellikleri arasinda antimitotik,
antineoplastik, antioksidan, antiproliferatif ve antiinflamatuar etkileri sayilabilir (148).

Son yillarda yapilan g¢alismalar ile, oncelikli olarak siyah iiziim gekirdeginde ve
kabugunda bol miktarda bulunan ve antioksidan 06zelligi iyi bilinen resveratrol gibi
maddelerin kanserden koruyucu etkisinin oldugu ortaya koyulmustur (149). Bazi
yayinlarda kanser hiicre soylarinda resveratroliin apoptozise neden olabilecegi ve bu etkisi
ile kanser hiicrelerinin proliferasyon oranini diistirebilecegi gosterilmistir (150, 151).

Jang ve arkadaslar1 resveratroliin, kanserin {i¢ Onemli evresi olan baslatma,
yiikseltme ve ilerleme evreleri ile ilgili olaylarin inhibisyonuna neden oldugunu yaptiklar
calismalarda gostermiglerdir. Bunun yanisira, in vitro olarak birgok farkli kanser hiicre
tipinde resveratroliin apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunu ve hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini tanimlamislardir (152).

Literatiirlerde 1-100 uM resveratroliin hematopoetik ve solid organ tiimor hiicre
dizilerinde, sitotoksik ve apoptozisi indiikleyici Ozellikleri olabilecegine dair yayinlar
bulunmaktadir (151).

Aggarwal ve arkadaglarinin yaptigi calismada, resveratroliin kanser tedavisinde
molekiiler hedefi olan COX-1, COX-2 ve NfkB inhibisyonunu gerceklestirirken, p53, bax
ve kaspaz aktivitelerinde de artisa neden oldugu gosterilmistir (9). NfkB hiicre ici
transkripsiyon faktoriidiir ve g¢esitli uyarilarin ardindan ¢ekirdege gegip, DNA’ya
baglanarak uyarinin gerektirdigi spesifik genleri aktifleyip, protein sentezini gergeklestirir.
Ayrica kanser hiicrelerini siirekli aktif tutarak hiicre fonksiyonunu bir anlamda koétiiye
kullanir. Hiicre ¢ogalmasini uyarici, ya da hiicre 6liimiinii engelleyici fonksiyonlarinin yani
sira, hiicrenin ylizeye tutunmasini da uyarir (153, 154).

Resveratrolun, NfkB aktivasyonunu baskiladigi, epitelyal (HeLa), lenfoid (Jurkat),
myeloid (U937) gibi bir ¢ok kanser hiicre soyunda gozlenmistir (8, 155, 156, 157, 158).

Omay ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada,resveratroliin tek basina kullanilmasi
durumunda, epitelyal ve hematolojik tiimoér hiicre dizilerinde sitotoksik oldugu

gorilmiistiir (151).
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Resveratrol’iin antiproliferatif etkisi siklin E, siklin A, cdc2 ve Rb ekspresyonlarinda
meydana getirdigi degisiklikler ve buna bagli olarak da hiicre devrinin G2-S gegisinde
tutulmaya sebep olmasiyla iligkilidir (147, 159, 160, 161).

Literatiirde ¢alismamizda kullandigimiz antioksidan maddeler ile ilgili bir ¢ok yayin
bulundugu halde, her iki maddenin kombine olarak C6 glioma hiicreleri ile ilgili bir
calismada kullanimlarina rastlanmada.

Bulgularimiz1 degerlendirdigimizde, EGCG’nin yalniz kullanildigt ve RES ile
EGCG’nin kombine kullanildigi deney gruplarimizda apoptozun indiiklendigi ve
proliferasyonun inhibe edildigi gézlenmistir. RES 12,5mg/ml’lik dozun da diger gruplar
gibi apoptozu indiikledigi,ancak erken zaman araliginda proliferasyonu inhibe etmedigi
gbzlendi.

Calismamiza yakin arastirmalardan biri olan Lauren ve ark.’nin bulgulart C6 glioma
hiicrelerinde resveratroliin tiimor hiicrelerini apoptoza yonlendirerek, anti-timor etkisi
oldugunu gostermistir (162). Young ve ark.yaptigi ¢alismada, resveratroliin 20mg/ml’ye
kadar dozlarinda ve yalniz kullanildig1 gruplarda C6 glima hiicreleri lizerine sitotoksik bir
etkisi olmadigini gostermislerdir (163).

Sonuglarimizi destekleyen Shunichi ve ark. (164), Ahmad ve ark. (165),Watanabe ve
ark. (166) calismalarinda, EGCG’nin apoptozisi uyararak, timor biiyiimesini engelledigini
gbzlemlemislerdir.

lleriki calismalarda iki veya ii¢ boyutlu tiimér modelleri de kullanilarak, RES ve
EGCG’nin tiimor invazyonu, damar olusumuna etkileri ve genel kanser tedavileri ile
birlikte klinik kullanimina yonelik yeni degerlendirmelerin yapilmasinda calismamizin

onemli bir kaynak olacag diisiiniilmektedir.
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8. SONUC

Incelenen calismalarda, EGCG ve RES’in savundugumuz sekilde apoptozu
indiikledikleri ve proliferasyonu inhibe ettikleri kaydedilmistir. Biz de yaptigimiz
deneylerde RES ve EGCG’nin etkilerini ayr1 ayr1 (RES:12,5 mg/ml, EGCG:50 mg/ml ve
100 mg/ml) ve kombine gruplarda(EGCG+RES: 50 mg/ml+12,5 mg/ml, EGCG+RES: 100
mg/ml+12,5 mg/ml , EGCG+RES: 50 mg/ml+25 mg/ml , EGCG+RES: 100 mg/ml+50
mg/ml) farkli zaman araliklarinda(24, 48, 72 saat), sican C6 glioma hiicrelerinde
olusturdugumuz modelde inceledik. Apoptozu belirlemek i¢in hiicreleri TUNEL yontemi
ile, proliferasyonu belirlemek i¢in ise, hiicreleri BrdU yontemi ile isaretleyip goriiniir hale
getirdik. Yaptigimiz mikroskobik gozlemlerden sonra, su ¢ikarimlarda bulunduk:

RES’in 12,5 mg/ml’lik dozda tiim zaman araliklarinda zamanla artan bir apoptotik
etkisi oldugu saptandi.

RES’in 12,5 mg/ml’lik dozda 24. ve 48. saatlerde proliferasyonu azalttig1 saptandi.

EGCG’nin 50 mg/ml ve 100 mg/ml’lik dozlarmin mikroskobik goriintiilerinde iki
dozda da zamanla apoptotik etkinin arttig1 saptandi. Incelenen preparatlarda 72. saatin
sonunda 100 mg/ml’lik dozun 50 mg/ml’lik doza gore daha etkin oldugu gozlemlendi.

EGCG’nin 50 mg/ml ve 100 mg/ml’lik dozlarmin mikroskobik goriintiilerinde
proliferasyonu durdurdugu belirlendi. Zamanla hiicre sayisinda azalma oldugunu
gozlemlendi.

EGCG+RES kombinasyonunda tiim gruplarin, hiicre apoptozu iizerinde arttirici
etkisi oldugu saptandi.

EGCG+RES kombinasyonlarinin hiicre proliferasyonunu durdurdugu, inceledigimiz
preparatlarda gozlendi. EGCG ve RES kombinasyonlarinin biitiin dozlarda ve zaman

araliklarinda BrdU ile isaretlenme gostermedigi mikroskobik olarak gdzlendi.
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9. TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim siiresince, bikmadan gosterdigi bilimsel yol gosterici tutumu
ile bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, yetismemde kuskusuz en biiyiilk emegi olan
danisman  hocam, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali  Baskani
Sayin Prof. Dr. Tuncay ALTUG’a;

Yiiksek Lisans egitimim siiresince bilimsel birikimini benimle paylasan, giilerytiziinii
ve destegini esirgemeyen Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Baskam
Sayin Dog. Dr. Meral KOYUTURK ’¢;

Apoptoz bulgularini degerlendirmemde yardimer olan Dr. Elif Tlkay TASKIN’a;

Tezimin baglangicindan itibaren bilgi ve goriislerini benimle paylasan, yapim
asamasinda ve bulgular1 degerlendirmem konusunda bana yol gosteren Melike ERSOZ’e

Yiiksek Lisans egitimin siiresince bikmadan usanmadan her tiirlii yardimima kosan,
[lknur KARAOSMANOGLU ng;

Dostluklar1 ve yardimlari igin, donem arkadaslarim Ipek Pmar CALICIOGLU na,
Elif YILMAZ’a, Ebru KARAKAS’a;

Her zaman yanimda olup, destek olan Giilsem BOSTANOGLU’na;

Zor giinlerimde yanimda olan ve hayatimin her aninda yanimda olmasini istedigim
Sinan EYIDOGAN’a;

Yiiksek Lisans yapmam konusunda maddi ve manevi destegini esirgemeyen kuzenim
Cigdem SEKERYAPAN’a;

Hayatim boyunca beni hep destekleyen ve gosterdikleri sevgi ve anlayisla bugiin
burada olmami saglayan anneannem Nebahat KIRGIZ’a, sevgili kardesim Yasin YASA’ya,

annem Dilek YASA’ya ve tiim aileme;

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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