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OZET

Calismamizda, dogal bir polifenolik bilesik olan resveratrol, deoksisitidin analogu
niikleozid yapida bir antimetabolit olan Gemsitabin ve para-aminofel tiirevi
Parasetamoliin ayr1 ayr1 ve bir arada kullanildiklarinda MDAH-2774 over tiimorii hiicre
soyu lizerine etkileri iki boyutlu tiimor hiicre kiiltiirii modelleri kulanilarak incelendi.
Kiiltirde {i¢ ilacin etkileri 24, 48, 72 ve 96. saatlerde hiicre ¢ogalmasi, hiicre
sitotoksisitesi (tripan mavisi testi), hiicre siklusu sentez fazi ve hiicre yapisi acisindan
degerlendirildi.

Resveratrol, iki boyutlu kiiltiirlerde hiicre ¢ogalmasini azaltici etki gosterdi ve
hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde azalma meydana getirdi (p<0,05). Elektron
mikrograflarda yapisal degisiklikler izlendi.

Gemsitabin, iki boyutlu kiiltiirlerde hiicre ¢ogalmasini azaltict etki gosterdi ve
hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde diger ila¢ gruplarina gore daha belirgin bir
azalma meydana getirdi (p<0,05). Elektron mikrograflarda izlenen yapisal degisiklikler,
resveratrol grubuna gére daha bozuk bulundu.

Parasetamol, iki boyutlu kiiltiirlerde hiicre ¢ogalmasini kontrol grubuna goére daha
azaltic etki gosterse de (p<0,05), diger ila¢ gruplarina gore artirdi. Hiicre siklusu sentez
faz1 isaretlenmesinde ise kontrol grubu ile parasetamol arasinda benzer etkiler goriildii.
Elektron mikrograflarda izlenen yapisal degisikliklerde parasetamol ve kontrol grubu
arasinda fark goriilmedi.

Kombinasyon gruplarinda, iki boyutlu kiiltiirlerden elde edilen bulgular
gemsitabin ve resveratrol grubunun tek tek uygulamalar ile elde edilen bulgulardan
daha gii¢lii olmak tizere benzerdi.

Sonug¢ olarak; gemsitabin, resveratrol ve parasetamol kombinasyonunun
MDAH-2774 over tiimori hiicreleri lizerine etkileri iki boyutlu kiiltiir modellerinde
incelendiginde, bu maddelerin hiicre siklusunda, sentez fazindaki hiicrelerin sayisini
azalttig1, hiicre proliferasyonunu onledigi ve hiicre yapisinda bozulmaya yol actigi

gbzlendi.

Anahtar kelimeler: Gemsitabin, Resveratrol, Parasetamol, MDAH-2774 over

timor hiicresi, hiicre kiiltiirii
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SUMMARY

Cytotoxycity of Paracetamol and Resveratrol with Gemcitabine and effect on cell

proliferation in MDAH 2774 Human Ovarian Cancer Cell Line

In this study, effects of resveratrol as a natural polyphenol compount, gemcitabine
as an antimetabolite which has nucleoside structure, analogous of deoxycytidine and
para aminophenol derivated paracetamol were investigated with single and combined
applications in monolayer MDAH-2774 human ovarian cancer cell line. Drugs were
evaluated in cell culture with respect to cell proliferation, cell cytotoxycity (trypan blue
dye exclusion test), synthesis phase of cell cycle and cell structure in 24, 48, 72, 96 h.

Resveratrol has diminished both cell proliferation and cell cycle synthesis phase
indication in monolayer cell cultures (p<0,05). Structural changes were also observed
in electron micrographs.

Gemcitabine has demonstrated a decreasing effect in cell proliferation and marked
reduce according to other drug groups were observed in cell cycle synthesis phase
indication in monolayer cell cultures (p<0,05). Structural changes observed in electron
micrographs showed more impairment in respect to resveratrol.

Even paracetamol has shown a decreasing effect in cell proliferation compared to
control group in monolayer cell cultures (p<0,05), this effect increased with respect to
other drugs. Similar effects were observed in both control and paracetamol group in cell
cycle synthesis phase indication. No structural changes were observed in electron
micrographs in both the control and paracetamol group.

All combination groups showed similar effects that were mainly more effective in
respect to single usage of resveratrol and gemcitabine in monolayer cell culture.

As a result, the effects of gemcitabine, resveratrol and paracetamol were
investigated in monolayer MDAH-2774 human ovarian cancer cell line and a decrease
in cell number in cell cycle synthesis phase, prevention of cell proliferation and

destruction of cell structure were observed.

Keywords: Gemcitabine, Resveratrol, Paracetamol, MDAH-2774 human ovarian cancer

cell line, cell culture.



GIRIS VE AMAC

Over kanserleri jinekolojik kanserler arasinda ¢ok yiliksek mortalite oranina
sahiptir. Evre III tiimorlerde 5 yillik yasam siiresi % 28 olarak bilinmektedir ve
hastalarin % 60’1n da tiimdr son evresinde teshis edilebilmektedir. Cerrahi ve sitotoksik
tedavinin sinirl basaris1 nedeniyle, toksik olmayan, over kanser hiicresinde duyarlilik
yaratacak sitotoksik ajanlar tedavide adres olmustur (1). Over kanserinin biiylime ve
metastazi, diger solid tiimorlerde oldugu gibi, hiicreler arast yapinin bozulmasi, hiicresel
yapisma, hiicre gogii, invazyon, ¢ogalma ve yeni damar olusumunu igeren ve timor
cevresinde gelisen bir dizi olaylar zincirini gerektirir (2).

Gemsitabin ( 2’-deoxy-2’,2’-difluorocytidine monohydrochloride, Gemzar®)
deoksisitidin analogu, pirimidin niikleozidi yapisinda bir antimetabolittir. Gemsitabin,
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde, etopozid ve cisplatin kombinasyonuna
esdeger diizeyde tiimér inhibisyonu saglar. Ilerlemis ve cisplatine diren¢ kazanmus over
kanserli hastalarin %20’si gemsitabin tedavisine yanit vermektedir (3). Gemsitabin
baslica etkisini, DNA polimeraz ve riboniikleotid rediiktaz enzimleri lizerinden DNA
sentezini engelleyerek gosterir (4).

Parasetamol, Para-aminofel tiirevi nonsteroid (steroid olmayan) antiinflamatuar
(NSALI) ve narkotik olmayan, agr1 kesici (analjezik ) ve ates diisiiriicii (antipiretik) etkisi
yiiksek olan bir ilagtir, antiinflamatuar ilaglarin analjezik etkisini artirmak i¢in onlarla
birlikte kullanilabilir, ancak trombositik etkinligi zayiftir; kanama siiresini degistirmez
(5).

Resveratrol (3,4,5 trihidroksistilben) iiziim tanelerinde bol miktarda bulunan
polifenol yapida dogal bir antioksidan maddedir. Resveratroliin antioksidan, antitimor
ve Ostrojenik etkiye sahip oldugu yolunda bir ¢ok literatiir bulunmaktadir (6, 7). Kanser
tedavisinde ¢esitli dogal veya sentetik maddeler, hiicre poliferasyonunu engellemesi ve
apoptozu tetiklemesi nedeniyle kullanilmaktadirlar.  Polifenolik  bilesiklerden
resveratroliin de hiicre sinyal kaskatinda c¢esitli mekanizmalarla kanseri onleyici
aktivitesi gosterilmistir (8).

Biz de bu calismamizda, Gemsitabin, parasetamol ve resveratrolin MDAH-2774
hiicre soyunda, hiicre proliferasyonu ve canlilig1 iizerine in vitro etkilerini doz ve

zamana bagli olarak arastirmay1 amacladik.



A.GENEL BILGILER

1. Over Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi, bir kismi da otozomal olan bir¢cok geni igine alan
kompleks bir siirectir. Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar, seksi belirleyen
bolgesinde, testis belirleyici faktor genini tagiyan Y kromozomudur. Bu faktoriin varligi
veya yoklugu, gonadal farklanma tizerinde dogrudan etkilidir ve ayn1 zamanda bir selale
gibi Y kromozomundan asagi dogru, bir¢cok baska genin de rudimenter cinsiyet
organlarmin kaderini tayin etmek i¢in harekete ge¢mesini saglayacak olan diigmeyi
cevirir ( 9).

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik
ozelliklerine sahip degildirler (10).

Gonadlar baglangicta bir ¢ift uzunlamasina, s6lomik epitelin proliferasyonu ve
altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olugmus, genital veya gonadal kabariklik halinde
belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabarikliklar i¢inde germ hiicreleri
mevcut degildir.

Primordiyal germ hiicreleri, insan embriyosunda gelisimin erken evrelerinde, yolk
kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Ameboid
hareketlerle, son barsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda
primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital kabarikliklar1 isgal ederler.
Kabarikliklara ulasamadiklar1 takdirde, gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya
testise farklanmasinda, primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (9).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasiimasindan hemen 6nce ve
ulagmasi sirasinda, genital kabarikligin s6lomik epitel prolifere olur ve epitel hiicreleri
altindaki mezensim doku igine girerler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlari
denilen irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar. Hem erkek, hem de disi embriyolarinda
bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarinin
birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Iste bu devredeki gonad,
farklilanmamis gonad olarak bilinir (9).

Farklilanmamis gonadin kortikal bolgesi, baslangicta primer seks kordonlari

icerir. Bu kordonlar, sélom epitelinden mezensim igine uzanir (11 ).



Y kromozomu olmayan ve XX cinsiyet kromozom komplemanina sahip olan disi
embriyolarda, primitif cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Primitif
germ hiicreleri gruplar1 iceren bu kiimeler, daha ¢ok overin medullar kisminda
yerlesmisglerdir. Daha sonra, bunlar kaybolur ve yerlerini over medullasini olusturan
vaskiiler bir stromaya birakirlar.

Disi gonadin yiizeyel epitelyumu, erkeklerdekinin aksine ¢cogalmaya devam eder.
Yedinci haftada bunlardan, alttaki mezensim icine girmesine ragmen, gene de yiizeye
yakin kalmaya devam eden ve kortikal kordonlar adi verilen ikinci nesil kordonlar
gelisir. Dordiincii ayda, bu kordonlar her biri bir veya daha ¢ok sayidaki primitif germ
hiicresini ¢evreleyen izole hiicre topluluklarina ayrilirlar. Bu germ hiicreleri zamanla
oogoniaya doniisiirken, yiizey epitelinden asagiya gocen ve germ hiicrelerini ¢evreleyen
epitel hiicrelerinden de follikiiler hiicreler meydana gelir.

Embriyonun cinsiyetinin fertilizasyon sirasinda belirlenir ve tiimiiyle
spermatositin X veya Y kromozonuna sahip olup olmamasina baglidir. XX cinsiyet
kromozomuna sahip bir embriyoda, gonadin meduller kordonlar1 geriler ve kortikal
kordonlarin sekonder generasyonu olusur. XY cinsiyet kromozomu tasiyan
embriyolarda ise, meduller kordonlar, testis kordonlarina dontisiir ve sekonder kortikal

kordonlar gelisemez (9).

2. Over Histoloji

Over ortalama 3 cm uzunluk, 1.5 cm genislik ve 1 cm kalinlikta badem
seklindedir. Gevsek bag dokusu i¢inde damardan zengin bir yap1 gosteren meduller
bolge ile oosit igeren over folikiillerinin bol miktarda bulundugu kortikal bélgeden
meydana gelir. Korteks ile mediilla bolgeleri arasinda kesin bir sinir goriilmez.

Korteks bolgesinin stromasi karakteristik igsi sekilli fibroblastlardan meydana
gelir. Over ylizeyi germinal epitel ismini alan tek katli yassi ya da kiibik epitel ile
ortiiliidiir. Germinal epitel altinda, stroma, tunika albuginea denen sinirlar1 belirsiz bir
tikiz bag dokusu tabakasi olusturur. Tunika albuginea ovaryumun acik renkte
goriinmesini saglar (12).

Ovaryumun fonksiyonlart:

1- Disi gametin tiretimi

2- Ostrojen ve progesteron salgilanmasi

3- Seconder seks karakterlerinin gelisimi(11).



3. Over Kanseri

Diinyada over kanserleri kadinlarda altinci, bati diinyasinda besinci ve kanser
mortalitesinde dordiincii sirada yer alir. A.B.D’de kanser 6liimlerinin %5’ini olusturur.
Bu iilkede gelisim oran1 %1,4 olup, iilkelere gore farklilik gosterir. Japonya’da %0,45,
Isvigre’de %]1,7°dir (13). ABD’de 40 yas iizeri kadimlarda over kanseri goriilme orani
%0,12 iken bunlarin sadece %0,2-3’ii tedavi edilebilmektedir. Hastalarin cogu,
tekrarlayan tiimorlerin bagirsak ylizeyine yapismasi sonucu gelisen tikaniklik ve
beslenme bozuklugu sonucu 6lmektedir (14).

Uzun zamandan beri over kanserine ailevi yatkinlik bilinmekte birlikte, ancak son
yillarda genetik etkenler belirlenebilmistir. Ailevi over kanserlerinin % 90’1nin BRCAI
(meme kanseri geni 1) ve BRCA2 (meme kanseri geni 2) gen mutasyonlariyla ilgili
oldugu saptanmistir. BRCA gen mutasyonu tasiyicist bir kadinda yasam boyu over
kanseri gelisme riskinin %15-60 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (15).

Over kanseri ileri yas hastaligidir. Epidemiyolojik verilere gore, 40 yas altinda
insidans oldukca diisiik olmasina ragmen, ellili yaslarda goriilme sikliginda belirgin bir
artis izlenmektedir ve ilerleyen yasla birlikte prognoz kétiilesmektedir (16).

Dogum kontrol hapi kullanimimin over kanseri riskini azalttigi gosterilmistir.
Infertilite tedavisi, erken menars ve ge¢ menapoz, hormon yerine koyma tedavisi, diyet
ve obesite etyopatogenezde yer aldigi disiiniilen, ancak net olarak ispatlanmamis
etkenler arasindadir (16).

Yiizey epiteli kokenli tiimorler over tiimorlerinin biiyiik bir boliimiinii (ortalama
%70), bu timorlerin malign tipleri ise tiim over kanserlerinin yaklasik % 90’11
olusturmaktadir.

Epitelyal over tiimorleri, fallop tlip epiteli, endometriyum, endoserviks, ya da
iirogenital traktusun epitel Ozelliklerini tasiyabilirler ve histolojik olarak su sekilde

simiflandirilirlar (16).

e Serdz tlimorler

e  Miisindz tiimorler

* Endometrioid tiimdrler
* Berrak hiicreli timorler

e Brenner tumorleri



* Indiferansiye karsinomlar
* Mikst epitelyal tiimorler

Overin epitelyal timdrlerinde histolojik degerlendirme (grade), prognozla iliskili
oldugundan ¢ok dnemlidir ve degerlendirme g6z oniine alindiginda over kanserleri su
sekilde smiflandirilir (17).

* @Gl: 1yi diferansiye
* G2 : orta derecede diferansiye
* G3: az diferansiye

Tiim kanserlerde oldugu gibi, over kanserlerinde de tedavinin basarisi1 erken taniya
baghdir. Ancak erken evrede semptomlarin belirgin olmamasi, hastalarin genellikle
ellili yaslarda olmalar1 ve bu yas grubundaki hastalarin utanma duygusuyla daha az
doktora gitmeleri taniy1 zorlastiran etkenlerdendir. Ileri evrede artan asit olusumuna
bagl batin gerginligi, genelde hastalarin doktora ilk bagvuru sikayetidir ve buna bagl
olarak, tiim epitelyal over kanserlerinin {icte ikisi tan1 aninda evre III ya da evre IV tiir
(17).

Over kanserlerinin taranmasinda tiimdr belirtecleri ve ultrasonografinin degeri
ileriye yonelik calismalarda heniiz kesin olarak belirlenmis degildir. Son yillarda
transvajinal ultrasonografideki ilerlemelerle birlikte, erken evre over kanserlerinin
saptanmasinda %95 basariya ulagilmistir (14)

Ca 12.5, tiimor belirteclerinden biri olmakla birlikte, asil kullanim alani, tanisi
konulmus tiimdriin takibi ve tedaviye yanitinin degerlendirilmesi seklindedir. Ideal
timor belirtecinin tiimdre 6zgiin olmasi ve seviyesinin timor varligi ve biiyiikligii ile
artmasi gerekir. Ancak bu ozellikler, over kanserleri i¢in, Koryokarsinom’daki B-HCG
ve Yolk Kesesi tiimorlerindeki AFP harig, Ca 12.5 de dahil olmak {izere, higbir belirteg
icin tam olarak saglanamamustir (18).

Over kanserinin tanis1 laparatomi ile konulur (18). ileri evre kabul edilen

<

olgularda en uygun ¢ timor kiigiiltiicii cerrahi  uygulanmalidir. Timér kiigiiltiicii
cerrahi, tanim olarak, miimkiin olan tiim tlimoriin ¢ikarilmasini, eger timoriin tamamini
cikarilamiyorsa arta kalan tiimdr boyutlarinin 1-2 cm’den kiiciik olmasini hedefler.
Kemoterapi protokollerine en duyarli tiimorlerden biri olmasina ragmen, over
kanserinde 6liim orani halen yliksektir. Radyoterapi, immiinoterapi ve hormon tedavisi,

cerrahi ve kemoterapi sonrasi uygulanabilen tedaviler arasindadir (14).



4. Projede Kullanlan Ilaclar

a.Gemsitabin:

NH,*HCI

HO N
\I/O
H OH F

Gemsitabin

Sekil 1: Gemsitabin

Gemzar® ; 200 mg gemsitabine esdeger gemsitabin hidrokloriir igerir. Gemsitabin
(2,2-difluorodeoksisitidin, Gemzar®) deoksisitidin analogu niikleozid yapida bir
antimetabolittir.

Niikleozid analoglar1 Ornegin arabinozil sitozin akut myeloid Idsemi’nin
indiiksiyon tedavisinde ana elemani temsil eder ve gemsitabin de arabinozil sitozinde
(Ara-C) yapilmis bir molekiiler modifikasyonla solid tiimorlerde de aktif hale
gecirilmis, yeni bir antineoplastik ajandir (19).

Gemsitabin (dFdC:  2,2-difluorodeoksisitidin) deoksisitidin analogu pirimidin
antimetaboliti’dir. Gemsitabin, hiicre icerisinde niikleozid kinazlar tarafindan, aktif
difosfat (dFdCDP: 2,2-difluorodeoksisitidin di fosfat) ve trifosfat (dFdCTP: 2,2-
difluorodeoksisitidin trifosfat ) niikleozidlere metabolize olur. Gemsitabin sitotoksik
etkisini, dFdCDP’nin iki etkisiyle DNA sentezini inhibe ederek gosterir. Once
dFdCDP’nin, DNA sentezinde kullanilan deoksiniikleozid trifosfatlarin olusmasiyla

sonuclanan reaksiyonlardan tek katalizor olarak sorumlu bulunan riboniikleotid



rediiktaz’t inhibe eder. Bu enzimin dFdCDP tarafindan inhibisyonu, genelde
deoksintiikleosid ve 6zellikle de dCTP konsantrasyonlarinin azalmasina neden olur(4).

Gemsitabin DNA yapisina direkt olarak da konjuge olur. Hiicre i¢erisindeki dCTP
konsantrasyonunun azalmasi, dFdCTP’nin DNA yapisina daha da fazla girmesine neden
olur. DNA polimeraz epsilon temelde, gemsitabini uzaklastirabilme ve uzamakta olan
DNA bantlarin1 onarabilme yetenegine sahip degildir. Gemsitabin DNA yapisina
girdikten sonra, biiyiimekte olan DNA bantlarina sadece tek bir niikleotid eklenir. Bu
eklenmeyle DNA sentezinin daha fazla ilerlemesi tamamen durdurulur (maskeli zincir
terminasyonu). Ardindan gemsitabin, DNA’nin yapisina girdikten sonra apoptoz olarak
bilinen programlanmis hiicre 6liimii siirecini baslatir.

Gemsitabin, karacigerde, bobrekte, kanda ve diger dokularda bulunan sitidin
deaminaz tarafindan dFdU (2,2-difluoro-deoksiiiridin) olusturacak sekilde metabolize
edilir. Gemsitabin metaboliti olan dFdU dokulara yaygin bir sekilde dagitilir ve daha
ileri transformasyona ugramaksizin idrara ¢ikarilir(4).

Farmokinetik 6zelliklerin hastanin yasindan etkilendigi gozlemlenmektedir. Otuz
dakikalik inflizyondan (100mg/m?’lik tek doz) hemen sonra elde edilen plazma
gemsitabin pik konsantrasyonlari, 10-40 pg/ml arasinda degisir. Gemsitabin plazma
konsantrasyonlarini en 1iyi, terminal yarilanma omrii 17 dakika olan ¢ift asamal1 bir egri
ile tanimlar. En ¢ok 1.1 saat siireli inflizyonlarla verilen 1000-2500 mg/m?’lik tek
dozlardaki yarilanma omrii 11-26 dakikadir. Daha uzun siireli inflizyonlar: takiben
(3.6-4.3 saat) 2500-3600 mg/m*’lik tek gemsitabin dozlarmin yar1 dmiirleri 18.5-57.1
dakika arasinda gerceklesir. Cogul dozlardan sonraki gemsitabin yarilanma Omrii,
infiizyon siiresinden bagimsiz olarak tek dozlarla gozlenenden daha uzundur. Cok
asamal1r tedavilerle uygulama, gemsitabin dagiliminda degisiklige neden olmaz.
Gemsitabin ortalama bobrek atilimi, 2-7 L/saat/m? arasinda degisir.

Gemsitabin dozunun her hafta tekrarlanmasi durumunda bir sonraki dozdan
hemen 6nce Ol¢lilen plazma konsantrasyonlari, mililitrede 0.007-1.2 pg arasinda degisir
ve tekrarlayan dozlarla viicutta birikim olusmaz. Aktif metabolit olan dFdCTP, periferik
kandaki mononiikleer hiicrelerden ayristirilabilir. Bu hiicrelerden elde edilen
dFdCTP’nin son eliminasyon yar1 émrii 0.7-12 saat arasinda degismektedir. Hiicre i¢i
dFdCTP konsantrasyonlar1 35-350 mg/m?*30 dakika arasinda degisen inflizyon
hizlarinda gemsitabin dozuyla orantili olarak artar ve bu durum 0.4 pg/mL ile S5pg/mL
arasinda degisen en yiiksek plazma konsantrasyonlariyla sonuglanir. 1000 mg/m?/30

dakikalik bir gemsitabin dozundan sonra ilk 30 dakika boyunca 5 pg/mL’nin {izerinde



kalan plazma gemsitabin konsantrasyonlarinin, bundan sonraki 1 saat boyunca 0.4

pg/mL’nin tizende olmasi beklenir (4).

b.Parasetamol (Asetaminofen)
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Sekil 2: Asetaminofen

Para-aminofenol tiirevi non-steroid antiinflamatuar (NSAI) veya narkotik olmayan
analjeziklerdendir. Agr1 kesici (analjezik) ve ates diisiiriicii (antipiretik) etkisi yiiksek
olan ancak antiinflamatuar etkinligi yok denecek kadar diisiik olan bir ilagtir(20).

Asetaminofen antiinflamatuar ilaglarin analjezik etkisini artirmak i¢in onlarla
birlikte kullanilabilir. Ancak antitrombositik etkinligi zayiftir; kanama siiresini
degistirmez. Asetaminofen, benzeri diger analjezik ilaglardan farkli olarak, hipotalamus
ve omurilik gibi peroksitlerden fakir ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir;
antipiretik ve analjezik etkileri, hipotalamus ve omurilik arka boynuzunda prostaglandin
sentezini inhibe etmesi ile iliskilidir (5).

Ag1z yolundan alindiginda asetaminofen, ¢abuk absorbe edilir ve etkisi erken
baglar; plazma diizeyi '2-1 saat i¢inde maksimuma erisir. Absorbsiyonu besinler

tarafindan azaltilir. Bir dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder.



Asetaminofenin biiyiik kismi karacigerde glukiironik asitle ve siilfatla konjuge edilir ve
bobreklerden bu sekilde itrah edilir. Mutad dozda eliminasyon yarilanma Oomri 2.4
saattir; dogrusal olmayan eliminasyon kinetigi gostermesi nedeniyle asir1 dozda 7.3
saate kadar ¢ikabilir (5).

Agrt yapici etkenler, dokudaki tahris ve zedeleme, immiinolojik reaksiyonlar; ve
kanserli hiicreler lokal arasidonik asitden (eikosatetraenoik asitden), prostasiklin ve
prostaglandinlerin sentezini artirirlar. Bu sirada siklik endoperoksitler denilen PGG2 ve
PGH2 maddelerinin, tromboksan A2 (TxA2)’nin ve trombosit aktive edici faktor (PAF)
maddesinin olusumu artar. Bu maddelerin kendilerinin, veya prostasiklin (PGl2) ve
TxA2 gibi labil prostanoidlerin, akut ve kronik iltithap dokusunda ve eksiidalarda varlig
gosterilmistir.

Ayrica iltithapli dokuda, arasidonik asitden lipooksijenaz enzimleri tarafindan
olusturulan hidroperoksi yag asitlerinin (HPETE yani hidroperoksieikosatetraenoik
asid), monohidroksi yag asidlerinin (HETE yani hidroksieikosatetraenoik asid) ve
l6kotrienlerin (LTB4, LTC4, LTD4 VE LTE4 ) miktarlar1 da artar (5).

Arasidonik asid hiicre membranindaki fosfolipidlerden esas olarak fosfolipaz A2
enzimi aracilifl ile koparilir. Antiinflamatuvar analjezikler siklooksijenaz enzimini
inhibe ederler; bdylece sadece siklooksijenaz {iriinlerinin degil, ayni zamanda
lipoksijenaz iiriinlerinin sentezini de azaltirlar. Bu nedenle glukokortikoidler narkotik
olmayan analjeziklerin yaptigindan daha kapsamli inhibisyon yaparlar (5).

Siklooksijenaz ya da prostaglandin endoperoksit sentaz (PGHS), biyosentetik
prostaglandin ~ yolunun c¢alismasim1  diizenleyen ve simirlayan ilk enzimdir.
Siklooksijenazin dokularda iki farkli izoformu oldugu ve bu izoformlarin degisik
sekilde regiile edildigi iyi arastirilmistir. Siklooksijenaz-1 (COX-1) beyin, bdbrek,
uterus gibi dokularda yapici bir ekspresyon gostermekte ve fizyolojik fonksiyonlarda
prostaglandin sentezinde rol almaktadir. Siklooksijenaz-2 (COX-2 veya PGHS-2) ise
pro-inflamatuar forbol esterleri, biiyime faktorleri, interlokin-1, endotoksin ve
hormonlar gibi degisik agonistler tarafindan gegici siire indiiklenmektedir (1).

Siklooksijenaz enzimini baskilayan NSAII’lar tiimoér hiicrelerinde membran
arasidonik asit havuzunu artirmakta, bu da sfingomyelinden hiicre i¢inde bir 6liim
sinyali gibi degerlendirilen seramid olusumunu hizlandirmaktadir (21). Ancak apoptozis
indiikleyici hiicre i¢i enzimler olan kaspazlarin aktiflenmesi (22), ya da biiylime
faktorlerinin hiicre i¢indeki uyarici etkilerinin de azalmasi da NSAII'in kanserde

durdurucu etki saglayan mekanizmalar1 arasindadir, 6rnegin epidermal biiyltime faktorii
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tarafindan uyarilan kalsiyum desarjin1 azaltarak, kolon kanseri hiicre g¢ogalmasini
yavaslatmakta oldugu gibi (23).

Bir baska onemli hedef ise IkappaB kinaz (IKK) ve Niikleer Faktor kappaB (Nf-
kB) sistemidir. Nf-kB, hiicre stresinde apoptozis’e karsi koyan, hiicre ¢ogalmasini
hizlandiran ve hormona duyarsiz tiimdrlerde Ornegin prostat kanserlerinde yapisal
olarak yiiksek diizeylerde aktif olan bir transkripsiyon faktoriidiir(24). Bu aktivasyonun
sebebi de onu kontrol eden proteinin (IkappaB: Niikleer faktér kappaB inhibitorii)
par¢alanmasina yol agan IkappaB kinaz (IKK)’lardir (25).

Sitokinler, bir inflamatuar reaksiyon esnasinda (yara, yanik iyilesmesi, radyasyon
hasar1 gibi) hem primer hasarin bulundugu doku, hem de bélgeye go¢ eden immiin
hiicrelerin sentezledigi ve salgiladigi protein yapili molekiillerdir. Bu molekiiller,
bolgedeki hiicrelerin boliinerek, doku rejenerasyonu olusmasi, bolgenin beslenmesi igin
yeni kan damarlarinin saglanmasi, bolgeye gelmesi gereken immiin hiicrelerin kan
damarlarina yanagmasi (recruitment), tutunmasi ( adhesion ) ve damar bariyerlerini
asarak dokuya girmesi ( invasion ) i¢in gereken yonlendirici/trofik sinyalleri olusturur.
Son yillarda ortaya konuldugu iizere, tiimdr hiicrelerinin lokal biiyiime, invazyon ve
metastazinda iste boyle bir inflamatuar siireci bizzat uyardiklari, gelen bagisik hiicrelere
kars1 TGF- beta gibi sinyallerle diren¢ sagladiklari, ama bolgede salinan molekiilleri
kendi lehlerinde degerlendirdikleri anlasilmistir (26).

Yapilan ¢aligsmalar kortizon tiirevleri gibi steroid yapili ve immiin sistemi bir iist
basamaktan ve tiimiiyle felg eden ilaglar i¢in olmasa da ilimli diizeyde inflamatuar
reaksiyonu baskilayan non-steroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII) i¢in, bir antitlimdral
potansiyeli desteklemektedir. Gergekten de sitokin sentezi COX-2 sentezine bagimlidir
ve COX-2, NSAII'in durdurdugu ana hedeflerden biridir(27).

Asetaminofen, ilk kez 1998’de Harvard Tip Okulu’nda yapilan epidemiyolojik
caligmalarla over kanserinde risk diisiiriicii bir faktor olarak tanimlandi. Nedeni tam
olarak aciklanamasa da, asetaminofen oksidatif mekanizmayla donlstiigii toksik
metabolitlerin, daha ¢ok tiimoral yonde farklilasan over hiicrelerinde birikerek, selektif
olarak bu hiicreleri ortadan kaldirmasinin bir mekanizma olabilecegi diistiniilmektedir
(28).

Aspirinin insan kolon kanserindeki indirgeyici etkisinin kesfiyle, non-steroid anti
inflamatuar ilaglarin tiimor gelisimi, apoptoz ve anjiyogenez iizerindeki diizenleyici roli

dikkatle incelenmektedir (1).
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c.Resveratrol:

Resveratrol

Sekil 3: Resveratrol

Resveratrol (RES) (3,4,5-trihidroksistilben) iiziim tanelerinde bol miktarda
bulunan polifenol yapida dogal bir antioksidan maddedir. Yapilan epidemiyolojik
caligmalar Giiney Fransa’da yagli diyet ve sigara kullaniminin fazla olmasina ragmen
bol tiiketilen sarap nedeniyle koroner kalp hastalifi insidansinin diger bolgelere gore
daha diisiik bulunmasina yol agmis, bu tabloya ‘Fransiz Paradoksu’ adi verilmistir. Bu
konuda yapilan yayinlar paradoksa neden olarak kirmizi sarap icinde bol miktarda
bulunan resveratrolu isaret etmistir (6).

Ik olarak 60 y1l 6nce Michio Takaoka tarafindan Veratum grandiflorum (False
Hallebore)’un reginesinden, daha sonra 1977 yilinda Langcake tarafindan Vitis
Vinifera’da kesfedilmistir(29).

Sadece 6 yil oOnce bilimsel olarak dikkati cekmesine karsin, gliniimiizde
antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojen Ozellikleri nedeni ile bilim adamlar1 icin
ilgi ¢ekici bir arastirma konusu olmustur. RES 6zellikle siyah {iziimiin kabugunda bol
miktarda bulunmasina karsin, yabani stimbiil, kizilcik ve dut gibi ¢esitli meyvelerde de

bulunmaktadir(30).
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Jang ve arkadaglar1 kanserin ili¢ 6nemli evresi olan baslatma (initiation), yiikseltme
(promotion), ilerleme (progression) evreleri ile ilgili olaylarin inhibisyonuna ve in vitro
olarak bircok farkli kanser hiicre tipinde apoptotik hiicre dliimiine neden oldugunu ve
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini tanimlamislardir (31). Bazi arastirmacilar
tarafindan RES, NSAI ajanlara benzetilmektedir, tipk: aspirin, indometazin ve sulindac
gibi siklooksijenaz aktivitesini inhibe edici rolleri vardir ve buna ek olarak RES’in
niikleer transkripsiyonel faktor olarak (Nf-kB) ve Aktivator protein 1 (AP-1)’in de
inhibitorii oldugu gosterilmistir, aslinda Nf-kB’nin transkripsiyonel pozitif regiilasyonu
(diizenlenmesi) apoptotik hiicre Olimiinii baskilamasi yoluyla tiimdrogeneze yol
acmaktadir. RES, Timor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a) , hidrojen peroksit (H202)
tarafindan indiiklenen Nf-kB aktivasyonunu inhibe etmektedir (32).

5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirleri hiicrelerin tek hiicreyi dahi kapsayabilecek sekilde, doku olarak
diizenlenmeden in vitro ¢ogalmasidir. Organizmadan dogrudan dograya alinan organ,
doku veya hiicrelerden firetilen kiiltlirlere primer kiiltiirler ad1 verilir. Primer kiiltiirler,
bulunduklar1 yerde ¢ogalip baska bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra
hiicre soyu (cell line) adin1 alirlar.

Primer hiicre kiiltiirlerinden veya hiicre soylarindan 6zel se¢im veya klonlama
yontemi ile belirleyici bazi 6zellikleri olan hiicreler elde edilir. Bu hiicrelerin kiiltiirde
yasamlar1 siiresince belirleyici 6zellikleri devam eder; hiicrelerin pasaj yapilmis olmasi,
onlarin belirleyici 6zelliklerini etkilemez.

Hiicre suslar1 ve hiicre soylar1 diploid veya heteraploid olabilirler, hiicrelerin
heteraploid oluslar1 onlarin habis hiicreler olduklar1 veya in vitro gogalmalarinin sinirsiz
oldugu anlamima gelmez. Hiicre kiiltlirlerinde sinirsiz ¢ogalan hiicre soy veya suslari,
devamli hiicre soylar1 (established cell line ) seklinde tanimlanarak, yasam siireleri
sinirh diploid veya heteraploid hiicre soylarindan ayrilirlar. Ug giin ara ile en az 70 defa
pasaj1 yapilabilen hiicre soylar1 ““ devamli hiicre soyu” olarak kabul edilmektedirler.

Glintimiizde, hiicre kiiltiirleri esas olarak iki yolla tiretilmektedir: Tek tabak hiicre
kiiltiirleri ve slispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri, cam veya
plastik zemin {izerine tutunarak yasayan, islevlerini silirdiiren ve iireyen hiicrelerdir.
Stispansiyon halindeki hiicre kiiltlirlerinde, hiicreler hayatsal islev ve {iremelerini
stispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Doku kiiltiirii ve yOntemleri

kullanarak, hiicre yapisi, fizyolojisi, patojen hiicre iliskileri, iyonlastirici 1smlarin hiicre
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diizeyinde incelenmesi ve g¢esitli radyobiyolojik problemlere bagli olarak timor
biliylimesinin ag¢ikliga kavusturulmasina g¢alisilir. Hiicre kiiltlirlerinde, in vivo sartlarda
miimkiin olmayan, kisa zaman araliginda gergeklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal

etkenler incelenebilir (33).

a. Hiicre Siklusu ( Dongiisii )

Iki yavru hiicre ortaya cikarmak iizere birbirini izleyen iki mitoz boliinme
arasindaki aralik hiicre dongiisii olarak tanimlanir. Hiicre dongiisii, geleneksel olarak iki
asamaya ayrilir: 1.Interfaz ve 2.Mitoz (M fazi olarak da bilinir). Interfazin en belirgin
olay1 S fazinda gergeklesir, burada c¢ekirdekteki DNA iki katina ¢ikar (replikasyon). S
faz1i, G1 faz1 adi verilen bir aralifin ardindan gelir. Mitozdan 6nce G2 faz1 gelir ki,
burada hiicre, mitoza baglamadan 6nce DNA’nm iki katina ¢ikarildigindan emin olmak
ister. G1 ve G2 fazlarinin diger bir 6nemi de mitoz Oncesi ve sonrasi hiicreye biliylime
zamani kazandirmalaridir. Hiicre boliinmesine hazirlik asamasinda hiicre kiitlesinin iki
katina ¢ikarilmasi i¢in hiicrenin biiylimesi gerekir.

Gl asamasindaki hiicreler ya DNA c¢ogalmasi i¢in S fazina girerler ya da
girmezler. Eger bir hiicre S fazina girmezse GO (G sifir) faz1 denen ve tekrar hiicre
dongiisiine donmeden Once giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalacagi dinlenme donemine

girer (11).

b. Hiicre Siklusunun Kantitatif Analizi

Ayni cins hiicrelerden olusan bir hiicre populasyonundaki biitiin hiicrelerin, hiicre
siklusu stireleri tam olarak ayni degildir. Birgok degisik ve karmasik faktorlere bagl
olarak, bu hiicrelerin hiicre siklusu siireleri arasinda biiyiik varyasyonlara rastlanir. Bir
hiicre popiilasyonundaki hiicrelerin hiicre sikluslar1 ile ilgili kantitatif verilerin elde
edilmesi amaci ile, basit olarak iki 6l¢iim yapilabilir.

Bunlardan birincisi, populasyondaki mitoz bdliinme yapan hiicrelerin sayisinin
saptanmas1 ve bu saymin tiim hiicrelere oraninin hesaplanmasidir. Bu degere “Mitotik
Indeks” (Mi) ad1 verilir. Eger bir populasyondaki hiicrelerin tiimiiniin béliindiigiinii,
hepsinin ayni hiicre siklusu siiresine sahip oldugunu ve biitiin hiicrelerin hiicre
siklusunun cesitli fazlarna homojen olarak dagildigini disiiniirsek, mitotik indeks

degerinden, asagidaki esitligi ¢ikarabiliriz:
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Mitotik Indeks(Mi) = Tm/Tc

Burada Tm mitoz fazinin siiresini, Tc ise, hiicre siklusunun toplam siiresini
belirlemektedir.

Bu konudaki ikinci basit 6l¢iim ise, isaretlenmis yani S fazindaki hiicreleri sayarak
bunlarin tiim hiicrelere oraninin saptanmasidir. Bu degere “isaretleme indeksi” ya da
“Labeling Indeks” (LI) denir.

Labeling Indeks (LI)= Ts/Tc

Burada T, S fazinin siiresini, Tc ise toplam hiicre siklusu siiresini gostermektedir.

Uygulamada bu iki yontemle kiiciik miktarda ve tek bir 6rnekte mitotik indeks ve
labeling indeks saptanarak hiicre siklusuna kantitatif bir yaklasimda bulunmak

miimkiindiir. Bu olay 6zellikle insan dokular1 ile yapilan c¢aligmalarda ¢ok onemlidir

(34).

6. immiinohistokimya:

Isaretlenmis antikorlar kullamlarak hiicre ve doku antijenlerinin bulunduklart
yerde gosterilmesini saglayan bir yontemdir. Immunohistokimya yontemi gerek 1sik,
gerekse elektron mikroskopide; tek asamali (direkt) veye iki asamali (indirekt) olmak
iizere iki sekilde uygulanabilir.

Direkt Yontem: Bu yontemde gosterilmek istenen antijene 6zgii antikor floresan
boya, enzim, altin tanecikleri v.b. isaretler ile isaretlenir. isaretli antikorun dokudaki
antijenle reaksiyona girmesi saglanir. Yontem tek asamali oldugundan c¢abuk
tamamlanir. Ancak primer antikor, isaretlendigi i¢in antikorun reaksiyon giiciinde bir
azalmaya neden olabilmektedir. Yontemin hassasiyeti diisiik oldugundan nadiren
kullanilmaktadir ve yerini iki agamali (indirekt) yonteme birakmustir (35).

indirekt Yontem: Bu yontem de primer antikor isaretlenmez, ancak primer
antikorun elde edildigi tiirlin gama globulinine kars1 olusturulan sekonder bir antikor
isaretlenerek ikinci bir asama olarak uygulanir. Boylece;

l.asamada, isaretsiz primer antikor antijene baglanir.

2.agsamada ise isaretli sekonder antikor primer antikorun Fc bolgesi ile reaksiyona
girer, bdylece antijen iki asamada indirekt olarak isaretlenmis olur.

Indirekt yontem direkt yonteme gore daha hassastir. Primer antikor ile birden fazla

sekonder antikor bulunabilir ve daha gii¢lii bir isaretlenme elde edilebilir (35)
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7. Bromodeoxyuridine (BrdU)

BrdU; DNA sentezini tayin etmek i¢in timidin protokoliine esdeger bir
alternatiftir. BrdU timidin analogudur ve DNA igine girer. Anti- BrdU monoklonal
antikor ile boyanarak sayim yapilabilir veya ELISA ile dlgiilebilir (36).
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GEREC VE YONTEM

A.HUCRE KULTURU

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler 1.U.
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda 151tk mikroskobu ve
hiicre kiiltiirii laboratuvar imkanlar1 kullanilarak gerceklestirildi. Arastirmada Amerikan
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan saglanan MDAH 2774 (CRL no:
10303) hiicre soyu kullanildi. MDAH 2774 over tiimor hiicreleri i¢in besi ortami,
inaktive edilmis %10 FCS, 0,2 mM glutamin, 100 IU/ml penilisin ve 100 pg/ml
streptomisin igeren RPMI-1640 (Biological Industries) medyumu kullanildi. Hiicreler
bu besi ortamini igeren 25 ¢cm? ve 75 cm?lik flasklarda, i¢ ortami %5 CO, , %95 nem
iceren, 37°C olan inkiibator (Sanyo) i¢inde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.
Hiicre pasajlar1 laminar akim kabini (Tezsan), hiicre kiiltiirleri incelemeleri invert
mikroskop (Leitz), cam malzeme sterilizasyonu otoklav (Victor Recker), stoklarin
-20°C de depolanmasi derin dondurucu (Argelik) kullanildi. Elektron mikroskobik
incelemeler taramali (Scanning) elektron mikroskobu Jeol (JMS 5200) kullanilarak
Marmara Universitesi Histoloji ve Embriyoloji A.B.D’ da gerceklestirildi.

B.DENEY PROTOKOLLERI

1. Doz Belirleme Deneyi

Hiicrelerin toplanmasi asamasinda flasklardaki tist medyum dokiildii ve {izerine
%0,05 tripsin eklendi. Inkiibatdrde 5-10 dakika bekletilerek hiicrelerin flaskin
yiizeyinden ayrilmasi saglandi.

Hiicreler flasklardan 15 ml’lik santriflij tiiplerine aktarildi ve {izerlerine tripsinin
etkisini ortadan kaldirmak i¢in esit miktarda medyum eklendi. Hiicreler 5 dk.
1500rpm’de santrifiij edildi ve medyum-tripsin karisimi uzaklastirildi. Hiicrelerin
iizerine medyum konarak siispansiyon haline getirildi ve hemasitometrede sayildi.
Deneylerde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 (six-well-plate) kullanildi. Kaplarin her
kuyucuguna %100 canli 500.000 MDAH-2774 hiicresi 5 ml RPMI 1640 medyumu
icinde ekildi.
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Gemcitabine ve resveratroliin  her biri i¢in 0,1; 1; 10; 100 pg/ml
konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazirlanmis taze ¢ozeltileri 100’er
ul’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Parasetamol 40 pg/ml dozu hazirlandi.

Her ilacin her bir dozu i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tiim gruplar 24, 48,72 ve
96. saatler i¢in ekildi ve 37°C’de %5 CO:2 hava karisiminda rutubetli ortamda inkiibe
edildi. Tiim saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler 90,05 tripsin ile ayr1 ayr1
toplanip santrifiij edildi. Siipernatant kisimlari atildiktan sonra 1 ml medyum ile
slispansiyon haline getirilip sayma kamarasiyla (hemasitometre) sayildi. Toplam hiicre
sayilar1 kaydedildi. ID50 (Inhibition dose %50) degeri, Gemcitabine igin 10 pgr/ml,

Resveratrol i¢in 10mM/ml, Parasetamol i¢in 40 pgr/ml olarak saptandi.

2. Proliferasyon (Tutunma) deneyi ve canlilik tayini
6’11 kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 500.000 hiicre 5 ml medyum igerisine
ekildi. Gruplar soyleydi:

Kontrol

Gemcitabine

Resveratrol

Parasetamol
Gemcitabine+ Resveratrol

Gemcitabine+ Parasetamol

Her bir grup icin 3’er kuyucuga ekim yapildi. Bu gruplar 24,48,72 ve 96. saatler icin
ayri ayr1 ekildi. Siire sonlarinda hiicreler santriflij teknigiyle toplanarak sayma
kamarasinda sayild1 ve hiicre sayilar1 kaydedildi.

9%0,1’lik tripan mavisi boyasiyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda hazirlandi ve lam

lamel arasia konarak mikroskopta sayildi. Boylece canli hiicre oranlar1 saptandi.

3. iki boyutlu Kkiiltiirlerde bromodeoksiiiridin ile immunhistokimyasal
isaretleme

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina 100

000 hiicre lamel {izerine ekildi ve hiicrelerin yapigmasi i¢in 2 saat beklendi. Hiicreler

yapistiktan sonra her bir kuyucuga 1 ml medyum konuldu. Resveratroliin 10 pM/ml

dozu, gemsitabinin 10 pg/ml dozu, parasetamoliin 40 pg/ml kullanildi. 24, 48, 72 ve 96.
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saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile 37°C de inkiibe edildi. Ust medyum cekilip
atildiktan sonra PBS te 37°C etiivde 15 dakika bekletildi. PBS ¢ekilip atildiktan sonra
%70 etanolde -20°C de 30 dakika bekletilerek hiicreler tespit edildi. Etanol atildiktan
sonra oda 1sisinda kurutuldu.

Immiinhistokimya igin lameller PBS te 10 dk bekletildikten sonra metanolde
hazirlanmis % 0.5 H,O, de 20 dk karanlikta tutuldu. 30 dk 4 N HCI de bekletilip, distile
su ile calkalandiktan sonra PBS ile 3 kez yikandi. 15 dk Ultra-V-block’un ardindan 1
saat primer antikorda, (NCL-BrdU Mouse monoclonal) nemli ortamda oda isisinda
tutuldu. PBS ile yikadiktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated Goat Anti-Mouse)
30 dk, tekrar yikamadan sonra, streptavidin peroksidazda yine 30 dk nemli ortamda
tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan substrat-kromojende (AEC Substrate System) 20
dk bekletildi ve distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin boyas1 yapildiktan
sonra kesitler kapatici (Ultramount) ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayim yapilarak

isaretlenme orani belirlendi.

4. iki boyutlu Kkiiltiirlerin elektron mikroskobik degerlendirme icin
hazirlanmasi

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basma 100
000 hiicre lamel tlizerine ekildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in 2 saat beklendi. Hiicreler
yapistiktan sonra her bir kuyucuga 1 ml medyum konuldu. Resveratroliin 10 uM/ml
dozu, gemsitabininl0 pg/ml dozu, parasetamoliin 40 pg/ml dozu kullanildi. 24 ve 96.
saatlerin sonunda {ist medyum cekilip atildiktan sonra, lizerine % 2,5’luk gluteraldehit
eklenerek 4°C de 30 dk. bekletilerek tesbit edildi. Fosfat tamponu ile 2 kez yikandiktan
sonra OsO4 te 4°C de 60 dk. bekletildi. Tekrar fosfat tamponunda 10 dk. yikandiktan
sonra %30 etanolde 10 dk, %50 etanolde 10dk, %70 etanolde 10 dk, %90 etanolde 10
dk, 2 kez %100 etanolde 10 dk, 1/3 oraninda hazirlanmis amilasetat/alkol karisiminda
10dk, 1/1 oraninda hazirlanmis amilasetat/alkol karistminda 10dk, 3/1 oraninda
hazirlanmis amilasetat/alkol karisiminda 10dk, saf amilasetatta 1 saat bekletildikten
sonra parcalar kurutmaya alindi ve Jeol (JMS 5200) taramali (Scanning) elektron

mikroskobunda incelendi.
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C.ISTATIKSEL YONTEM

Yapilan deneylerden elde edilen verileri degerlendirmede SPSS 10.0 istatistik
programi kullanildi. Olg¢iim degerleri homojen dagilim gostermedigi i¢in non-
parametrik testlerle ¢alisildi. Gruplar arasi1 farkin anlamliligini degerlendirmede
Kruskal- Wallis Varyans analiz testi kullanildi. Anlamli bulunan varyans analiz

sonuc¢lart Mann-Whitney U ile sorgulandi. Anlamlilik sinir1 p< 0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

A. DENEY SONUCLARI

1. Hiicre Proliferasyonunun Kinetik Deneylerinin Bulgular:

Kontrol grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki zaman dilimi boyunca hiicre
sayisinda, beklenildigi iizere saglikl bir yiikselis gdzlendi.

Resveratrol grubu ilk 24 saat i¢in hiicre proliferasyonu {lizerine etki etmedi
(p>0,05). Ancak diger tiim saatler i¢in anlaml Sl¢iide hiicre tutunmasini azaltt1 (48, 24
ve 96. saatler icin p< 0,05 ).

Parasetamol grubu 24. ve 96.saatler arasinda hiicre sayisin1 azaltmak {izerinde
anlamli bir etki gosterdi (24, 48,96. saatler i¢in p< 0,05).

Gemsitabin grubu 24. ve 96. saatler arasindaki tiim zaman dilimleri boyunca
kontrol grubuna gore anlamli derecede (p< 0,05) hiicre sayisinda azalma gosterdi.

Gemsitabin + Parasetamol ve Gemsitabin + Resveratrol kombinasyon gruplarinda
bu ilaglarin birlikte kullanilmasi kontrole gore tiim saatlerde hiicre sayisini anlamli bir

sekilde azaltt1 (p< 0,05).
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_|—_ 1
2.000.000 -
T
) @ Kontrol
> 1.500.000 - B Resveratrol
<
n O Parasetamol
i il
H:J 0O Gemsitabin
S 1.000.000 | T m Gem +Resv.
* O Par.+Gem.
500.000 -
o i (] e
24h 48 h 72 h 96 h
ZAMAN

Tablo 1: Zamana bagh hiicre cogalma verileri.
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2. Sitotoksisite verileri

Ilk 24 saat igin ilaglarm tek tek ve birlikte kullanilmalar1 ilaglara bagli hiicre
olimii (tripan mavisi pozitif) lizerinde anlamli (p>0,05) bir degisiklik meydana
getirmemistir. Diger yandan 48, 72 ve 96. saatlerde 6zellikle gemsitabin’nin tek basina

ve resveratrol ve parasetamol ile birlikte kullanimlar1 sonucunda, anlamli hiicre 6liimleri

gozlenmistir(p< 0,05).
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Tablo 2: Zamana bagh hiicre sitotoksisite verileri
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3. Iki boyutlu kiiltiirlerde BrdU isaretlenme indeksi

Kontrol grubunda ¢ok sayida sentez fazinda hiicre BrdU ile isaretlendi (Resim 1).
Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde BrdU-LI sonuglarimiza gore kontrol grubu ilk 48 saatte
yiiksek, 72. ve 96.saatlerdeki degerlerde ise, her bir deger bir dncekine gore yaklasik
yar1 yariya azaldi, bu olgu hiicre sayisindaki artisa ragmen hiicrelerin ayn1 medyumda
tutulmasina ve enerji kaynaklarinin tilkenmesine bagl olarak degerlendirildi (Resim 2).

Resveratrol grubunda ilk 24. saatte BrdU-LI degerleri kontrol grubuna gore
anlamli olmayan bir artig gostermesine karsin (p>0,05), 48. ve 72. saatlerde anlaml1 bir
azalma gostermistir (p< 0,05) (Resim 3, 4).

Parasetamol grubunda ilk 24. saatte BrdU-LI degerleri kontrol grubuna gore
anlamli olmayan bir azalma gostermesine karsin (p>0,05) (Resim 5), 48. saatte anlamli
bir azalma gostermis (p<0,05), 72 ve 96. saatlerde ise isaretleme indeksini artirmistir
(Resim 6).

Gemsitabin grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki tiim zaman dilimlerinde BrdU-
LI degerleri kontrol grubuna gore ileri derecede azaldi (p< 0,05) (Resim 7, 8).

Gemsitabin + Resveratrol kombinasyon grubunda ise 24. ve 96. saatler arasindaki
tim zaman dilimlerinde BrdU-LI degerleri kontrol grubuna gbre anlamli derecede
azald1 (p< 0,05) (Resim 9, 10).

Gemsitabin + Parasetamol kombinasyon grubunda ise 24. ve 96. saatler arasindaki
tim zaman dilimlerinde BrdU-LI degerleri kontrol grubuna anlamli derecede azaldi

(p<0,05) (Resim 11, 12).
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Tablo 3: iki boyutlu kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme grafigi.
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Resim 1: 24 saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 24.saatte ¢ok sayida MDAH
2774 over tiimdr hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kirmiz1 renkli) olarak gézlendi.
(isaretlenmeyen hiicreler mavi renkli) x 40

Resim 2: 96.saat Kontrol grubu, 24.saate benzer goriiniim de ¢ok sayida MDAH 2774
over tiimdr hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kirmizi renkli) olarak gézlendi. x 40
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Resim 3: 24.saat Resveratrol grubu. Kontrol grubuna benzer ¢ok sayida Brdu ile
isaretlenmis tiimdr hiicresi x 40

Resim 4: 96.saat Resveratrol grubu, 24.saate gore daha az isaretli hiicreler x 40
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Resim 5: 24.saat Parasetamol grubu; kontrol grubuna benzer goriiniim, ¢ok sayida
isaretli hiicre x 40

Resim 6: 96.saat Parasetamol grubu; ¢ok sayida isaretli hiicre x 40



26

Resim 7: 24.saat Gemsitabin grubu; ¢ok az isaretli hiicreler x 40

Resim 8: 96.saat Gemsitabin grubu; az isaretli hiicreler x 40
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Resim 9: 24.saat Resveratrol + Gemsitabin grubu; ¢ok az isaretli hiicreler x 40

Resim 10: 96.saat Resveratrol + Gemsitabin grubu; az isaretli hiicreler x 40
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Resim 11: 24.saat Parasetamol + Gemsitabin grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde MDAH
2774 over tumor hiicrelerinin 24. saatte Brdu ile isaretlenmedigi gézlendi. x 40

Resim 12: 96.saat Parasetomol + Gemsitabin grubu; hiicre uzantilarini kaybetmis,
yuvarlak ve isaretlenmemis hiicreler x 40
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4. iki boyutlu Kkiiltiirlerin elektron mikroskobik degerlendirilmesi

Kontrol grubu hiicrelerinde, genel yapt dogaldi ve hiicreler birbirleriyle biitiinliik
icerisindeydi (Resim 13). Hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 saglikli, membranlar diizenli
idi, hiicrelerde bol mitoz ve mikrovillus gozlendi. 96 saatte (Resim 14) ince uzun
sitoplazmik uzantilari ile birbirleriyle iligkili hiicre gruplari vardi.

Resveratrol uygulanan grupta, kontrol grubundaki hiicre goriiniimiine benzer
goriintiiler gézlense de, 24 saatlik gruptaki hiicrelerin sitoplazmik uzantilarinda azalma
ve mitozu tamamlayamamis hiicreler gozlendi (Resim 15). 96.saatte ise zemine zayif
tutunmus, hiicre sitoplazmik uzantilarini biitiiniiyle kaybetmis ve yuvarlak bir gériiniim
almis, proapoptotik goriiniimlii hiicreler mevcuttu (Resim 16).

Parasetamol grubunda, kontrol grubuna yakin 6zellik gosteren hiicre gruplar1 vardi
(Resim 17), hiicrenin sitoplazmik uzantilar1 normaldi veya ¢ok az azalma mevcuttu bu
da hiicre toplulugunun fazla olmasina baglandi. Ozellikle 96. saatte apoptotik dzellik
gosteren hiicreler mevcuttu (Resim 18).

Gemsitabin uygulanan grupta, hiicre yapisi bozuktu (Resim19) , kontrol grubuna
gore hiicrelerde villus kayb1 veya daha kisa ve daha kiit villus goriiniimlii, sitoplazmik
uzantilarin1 kaybetmis hiicre gruplari gézlendi. Ozellikle 96. saatteki hiicrelerde belirgin
sekil bozuklugu, ylizeyinde blebler olusturmus apoptoza giden hiicreler gozlendi (Resim
20).

Resveratrol ve Gemsitabinin birlikte uygulandigi grupta, 24. saatte hiicreler
sitoplazmik uzantilarini kaybetmeye baslamis yasamak icin presferoid yap1
olusturmuslardi (Resim 21). 96. saatte ise zemine zayif tutunan, mitoz yapan hiicre
sayisi, kontrol grubuna gore daha az olan, sitoplazmik uzantilarimi kaybetmis,
yuvarlaklagsmis ve kiimelesen hiicre gruplar1 gozlendi (Resim 22).

Parasetamol ve Gemsitabinin birlikte uygulandig1 grupta, hiicre yapisinda biiyilik
degisiklikler gozlendi (Resim 23). Hiicrelerin biliylik ¢ogunlugu mikrovilluslarini
kaybetmisti, kontrol grubuna kiyasla apoptozisin daha sik oldugu ve hiicrelerin birbirleri
ile olan iliskilerinin azalmis oldugu gozlendi, mitoz yapan hiicre sayist kontrol grubuna
gore daha azdi (Resim 24).

Sonug olarak tiim deney grubu hiicreleri, kontrol grubundaki hiicrelere oranla daha
az sayida mitoz, daha fazla sayida apoptotik hiicre ve daha az hiicre sitoplazmik
uzantilar icermekteydi. Ozellikle kombinasyon grubundaki hiicrelerde hiicrenin yapisal
bozukluklar1 ve apoptotik hiicrelerin varlig1 agisindan gemsitabin ve resveratrol grubuna

benzerlik gostermekteydi.
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Resim 13: 24.saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde MDAH 2774 over timor
hiicrelerinin tipik (mitozda) 24.saat sonundaki elektron mikrografi x 750

Resim 14: 96.saat kontrol grubu; 24.saate benzer goriiniimde 96.saat sonundaki elektron
mikrografi x 750
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Resim 15: 24.saat Resveratol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde MDAH 2774 over timéor
hiicrelerinin kontrol grubuna benzeyen elektron mikrografi x 500

Xroa BHm BEBESS

Resim 16: 96.saat Resveratrol grubu; yuvarlak goriinlimlii dejenere tiimor hiicrelerinin
elektron mikrografi x 750
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Resim 17: 24.saat Parasetamol grubu; kontrol grubuna benzer bir goriiniim gosteren
hiicrelerin elektron mikrografi x 500

18rm BeB6ESSE

Resim 18: 96. saat Parasetamol grubu; 24. saate gore daha dejenere goriinen hiicrelerin
elektron mikrografi x 1000
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Resim 19: 24.saat Gemsitabin grubu; hiicre yapis1 bozuk tiimor hiicrelerinin elektron
mikrografi x 1000

Resim 20: 96.saat Gemsitabin grubu; 24. saate gore daha bozuk tumor hiicrelerinin
elektron mikrografi x 750
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Resim 21: 24.saat Resveretrol + Gemsitabin grubu; Proapoptotik 6zellik gosteren
hiicrelerin elektron mikrografi x 500
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Resim 22: 96.saat Resveratrol + Gemsitabin grubu; yuvarlak, yapilar1 bozulmus
hiicrelerin elektron mikrografi x 1000
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Resim 23: 24.saat Parasetamol + Gemsitabin grubu; hiicre yapis1 bozulmus hiicrelerin
elektron mikrografi x 1000

18prm BEBEEI

Resim 24: 96.saat Parasetamol + Gemsitabin grubu; yapis1 bozuk, yuvarlak, apoptotik
hiicrelerin elektron mikrografi x 750
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TARTISMA

Over kanseri, kadin genital kanserleri i¢inde en ¢ok Olime neden olan
kanserlerden biridir. Yine 6liime neden olma acisindan genel kanserler icinde de meme,
bagirsak ve akciger kanserlerinden sonra dordiincii sirayr alir. Ayrica endometriyum ve
serviks kanserinin toplamimdan daha fazla 6liime neden olur. Ciinkii hastalik ileri
evrelere kadar ulasmadan herhangi bir belirti vermemektedir (37,38).

Over kanseri tiim genital kanserlerin %20-25’ini olusturur. Tim kadinlarin
%1-2’sinin hayatinin bir déneminde over kanserine yakalanacagi hesaplanmistir. Over
kanserlerinin epidemiyolojik verileri llkeler arasinda farliliklar gosterse de, sik
rastlanan kadin genital kanserleri arasinda her zaman ilk bes hastalik iginde yer
almaktadir. Over kanserinin Tirkiye’ deki durumu elde ¢ok az veri oldugundan saglikli
olarak degerlendirilememekle birlikte, yapilan calismalarda genital kanserler arasinda

ilk bes tlimor arasinda yer alir (37,38).

A.B.D ve Avrupa Tiirkiye
1. Endometriyum kanseri 1. Serviks kanser
2. Over kanseri 2. Endometriyum kanseri
3. Serviks kanseri 3. Over kanseri
4. Vulva kanseri 4. Uterus kanseri
5. Uterus kanseri 5. Vulva kanseri

Over kanserlerinin %90°1 epitelyal kokenlidir ve daha ¢ok saniyelesmis iilkelerde
goriiliir. Etyolojisinde 6ne ¢ikan belirli bir etken olmadigi i¢in korunma amaciyla
yapilabilecek onemli tavsiyelerde bulunmak miimkiin degildir. Bu durumda hastalikla
miicadelede basarili olabilmek, ancak kanseri miimkiin olabildigince erken yakalamakla
gerceklesebilir (37,38).

Over kanseri olan hastalar %70-80 oraninda evre III ve evre IV’ de iken hekime
basvurmaktadir. Bunun nedeni hastaligin uzun bir donem semptom vermeden
seyretmesi veya semptomlarin overe spesifik olmamasidir. Hastayr hekime getiren
sikayet genellikle karin agrisi ve karm sisligidir (37,39). Bu yakinmalar ortaya
ciktiginda da hastalik genellikle ileri evrelere ulagmistir ve bu agsamada konvansiyonel

kemoterapi ajanlariyla yapilan tedavilerde hastalarda tam iyilesme sansi
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saglanamamaktadir(39). Bu durum, var olan kemoterapi ajanlarinin etkin dozlarinin,
farkli kombinasyonlarla kullanilmasinin yanm1 sira, yeni ilaglarin denenmesinin
gerekliligini dogurmustur.

Klasik tedavi yontemlerinin kanser tedavisindeki Onemi tartisilmazdir. Fakat
kanser vakalarmin sayisinin artisi ve kullanilan ilaglara karsi direng, yeni teshis ve
tedavi yontemlerine duyulan ihtiyag, basta ‘geleneksel bitkisel tip’ gibi alternatif tedavi
yontemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (8).

Son yillarda ¢aligmalar 6zellikle {iziim ¢ekirdeginde ve kabugunda bol miktarda
bulunan ve antioksidan ozelligi iyi bilinen resveratrol gibi maddelerin kanserden
koruyucu etkiden sorumlu olabilecegini ortaya koymustur (40). Literatiirlerde 1-100
mikroM resveratroliin hematopoetik ve solid organ tiimor hiicre dizilerinde, sitotoksik
ve apoptozisi indiikleyici ozellikleri olabilecegine dair yayimnlar bulunmaktadir (40).
Yine bazi yayinlarda kanser hiicre soylarinda resveratroliin apoptozise neden olabilecegi
ve bu etkisi ile kanser hiicrelerinin proliferasyon oranmi diisiirebilecegi gosterilmistir
(41,42, 43).

Resveratroliin 1 nanoM-100 mikroM arasinda degisen dozlar1 ile yapilan bir
caligmada, ID50 degerleri degisen hiicre dizilerinde 1-100 mikroM olarak bulunmus ve
tek basma kullanilmasi durumunda, epitelyal ve hematolojik tiimor hiicre dizilerinde
sitotoksik oldugu goriilmiistiir (40). Calismamizda Omay ve arkadaslariin bu
bulgularina paralel olarak, resveratrolin, MDAH-2774 hiicrelerinde O6liime neden
oldugunu, iki boyutlu kiiltiirlerde sayisal olarak belirledik ve bu dozun hiicre siklusunun
sentez fazinda azalmaya yol actig1 belirgin olarak saptandi. Resveratroliin 24., 48. ve
96. saatlerde, kontrol grubuna gore sentez fazi isaretlenme oranini anlamli derecede
disiirdiigii (p< 0,05), ve 10 mikroM’lik dozunun tiim zaman dilimlerinde hiicre
proliferasyonunu azalttig1 goriildii (tablo 1)

Aggarwal ve arkadaglariin yaptig1 calismada, resveratrol kanser tedavisinde
molekiiler hedefi olan COX-1, COX-2 ve Nf-kappaB inhibisyonunu gerceklestirirken,
p53, bax ve kaspaz aktivitelerinde de artisa neden oldugu gosterilmistir (8). Nf-kappaB
hiicre i¢i transkripsiyon faktoriidiir ve c¢esitli uyarilarin ardindan c¢ekirdege gecip,
DNA’ya baglanarak uyarinin gerektirdigi spesifik genleri aktifleyip, protein sentezini
gergeklestirir. Ayrica kanser hiicrelerini siirekli aktif tutarak hiicre fonksiyonunu bir
anlamda koétiiye kullanir. Hiicre ¢gogalmasini uyarici, ya da hiicre dliimiinii engelleyici
fonksiyonlarinin yani1 sira, hiicrenin yiizeye tutunmasimi da uyarir (24,25).

Resveratroliin, Nf-kappaB aktivasyonunu baskiladigi, epitelyal (HeLa), lenfoid (Jurkat),
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myeloid (U937) gibi bir ¢ok kanser hiicre soyunda gozlenmistir (7,44,45). Bizde
caligmamizda, resveratrolin MDAH-2774 over timdr hiicrelerin de tim zaman
dilimlerinde, hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirdigini gordiik.

DNA replikasyonunu ve tamirini engelleyen bir ilag olan gemsitabin ile 5-
florourasili (5-FU) karsilastiran randomize bir calismada, bu ilacin hem sagkalim
oranii artirdigl, hem de hastalarda yan etkiye daha az neden olmasi acisindan daha
iistiin oldugu gosterilmis ve pankreas kanserlerinin tedavisinde, birinci se¢enek olarak
kullanilmas1 Onerilmistir. Gemsitabin ayn1 zamanda tiimér hiicrelerinin radyoterapiye
kars1 duyarliligini da arttiran bir ilagtir ve radyoterapi ile birlikte kullanilan gemsitabin,
tiimor hiicrelerinin DNA sentezinin inhibisyon siiresini uzatmaktadir (46).

Bizim g¢alismamizda da gemsitabin, MDAH- 2774 over tiimdr hiicreleri iizerine
ileri derecede etkili bir ila¢ oldugunu gosterdi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna
(p<0,05) paralel olarak, BrdU isaretlenme indeksinin inhibisyonunda da anlamli
derecede azalma meydana getirdi. Sentez fazi hiicre oranindaki bu azalma literatiir
bilgisi ile paralellik gosterdi (47,48). Gemsitabin 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre
proliferasyonunu azaltti (p<0,05) ve 24, 48. saatlerde BrdU-LI diizeyini diigiirdii.
Gemsitabin 72 ve 96. saattlerde ise kontrole gore anlamli bir azalma (p< 0,05) meydana
getirmekle beraber kendi grubunda hiicre sayisin1 ve BrdU ile boyanan hiicrelerde artis
meydana getirdi (tablo3).

Tiimdr hiicre toplulugunda, 6zellikle meme kanserinde, hizli hiicre siklusu ve
DNA degiskenligi nedeni ile heterojen bir populasyon olustugu gézoniine alinacak
olursa (49), gemsitabinin in vitro sistemde ilaca duyarli hiicrelerde tam bir inhibisyon
sagladig1 sOylenebilir. Bununla birlikte, duyarli hiicreler ortadan kalktik¢a, baslangigta
sayilart az da olsa direngli bir miktar hiicrenin, tekrar hiicre siklusuna girerek, boliintip,
cogalarak sayilarimi artirdig1 sdylenebilir.

C6 ve Ul38-MG gliom hiicre kiiltlirlerinde indometazinin, hiicre siklusunun
degisik evrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve bu durumun ERK gibi ¢esitli
hiicre i¢i sinyal yollarim1 inhibe etmesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (50).
Parasetamoliin de gliom hiicre kiiltiiriinde proliferasyonu engelledigi ve apoptoza neden
oldugu bilinmektedir (51, 52). Calismamizda da parasetamol izlenen tiim zaman
dilimlerinde hiicre proliferasyonunu azaltmakla beraber (Tablo 1), BrdU-LI degerlerini
kontrol grubuna gore 72. ve 96. saatlerde artirmistir (Tablo 2). Bu etkisi ile
parasetamolin MDAH-2774 over tiimor hiicre soyuna etkisi literatiir bilgisi ile

ortlismemektedir.
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NSALI ilaglarin antikanser 6zellikleri arasinda, Nf-kappaB transkripsiyon faktoriinii
de inhibe etmelerinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (1). Nf-kappaB’nin hiicre
cogalmasini ve tutunmasini uyardigini biliyoruz (24,25). Dolayis1 ile NSAI bir ilag olan
parasetamoliin Nf-kappaB’yi durdurucu etkisi (53) hiicre proliferasyonunu azaltmak
yoluyla ya da DNA sentezini attirsa bile hiicre 6liimiinii hizlandirmak yolu ile olabilir.
Bu analjezik ilacin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde DNA sentezini uyardigini ve bu
etkisini tasidig1r fenol halkasi ile Ostrojen reseptorlerinin etkilesimine bagli olarak
gosterdigi agiklanmistir (54,55).

Son yillardaki g¢alismalar siklooksijenaz enziminin peroksidaz fonksiyonunun
bulundugunu, bu fonksiyonun karsinojen ksenobiyotikleri aktifleyebildigini; dolayisiyla
enzimin kronik baskilanmasinin aktif karsinojen diizeylerini diistlirebilecegini
gostermistir (56).

Parasetamol glutatyon S- transferaz enziminin aktivitesini azaltabilir (57). Bu
enzimler over kanserinde cisplatin ve carboplatin gibi antikanser ilaglara kars1 direng
olusturan mekanizmada yer almaktadir. 2002 senesinde Bilir A. ve arkadaglar
tarafindan yapilan bir ¢alismada, parasetamolin MDAH-2774 insan over kanser
hiicresinde carboplatin duyarliligini artirdig1 gosterilmistir (58).

Asetaminofenin, over kanserinde hiicre biiylimesinin inhibisyonunda etkili
oldugunu disiindiiren bir¢ok molekiiler mekanizma mevcuttur ve bu konuda
arastirmalar devam etmektedir. Asetominofen, P450 sistemi ile N-asetil-p-benzokuinon
imine (NAPQ1)’e donistiiriiliir ve bu hiicrelerde esansiyel olan thiol yapilarinin agir
yikimina yol agan rediiklenmis glutatyon (GSH) ile detoksifiye edilir. GSH bir kez
yikima ugradiginda, NAPQI1 esansiyel hiicresel proteinler ile reaksiyona girerek
membran Ca2+ ATPaz yikimina, niikleer Ca+2 birikimine, mitokondriyal oksidant
strese ve kaspaz-3 bagimsiz DNA fragmentasyonuna yol agar, boylece hiicre dliime
gider.

P450 komponentleri arasinda, mikrozomal CYP2D6, asetominofenin sistein
konjugasyonunu katalizler. Baz1 CYP2D6 varyantlarinin asetominofeni artan oranlarda
NAPQ1’e metabolize etmesi olasidir. Bu da, siirekli asetominofen uygulamasiyla pre-
malign over kanser hiicrelerinin kendi kendini yok etme ve erken eliminasyonuna
aracilik eder (1).

Kombinasyon gruplarimizda hem hiicre proliferasyonunda, hem BrdU-LI’de,
anlamli bir azalma goriiliirken, hiicre sitotoksisitesinde de artis izlendi. Hiicre

sitotoksisitesinde meydana gelen bu artis1 parasetamoliin gemsitabin etkisini sensitize
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etmesi seklinde yorumlayabiliriz. NSAI ilaglarin pankreas, kanserinde gemsitabin
duyarliligimmi artirdigini, bunun da siklooksijenaz enziminin inhibisyonuyla baglantil
oldugu gosterilmistir. (59). Parasetamol bu etkiyi, hiicreleri daha fazla S-fazina
yonlendirerek, S-fazina spesifik bir ilacin DNA’ya baglanma o6zelligini artirarak
gostermis olabilir. Parasetamoliin ve resveratroliin hiicrelerde apoptozisi arttirarak
tutunmus hiicreleri azaltmasi ve gemcitabin varliginda hiicre Oliimiinii daha da
hizlandirmasi bunu belirleyen bir diger mekanizma olabilir.

Gemsitabin etkisinin 72.saatten bagslayarak 96.saatte ortadan kalkmasi, fakat
parasetamol ve gemsitabin kombinasyonunun 6zellikle 72. ve 96.saatteki DNA sentez
inhibisyonunun gemsitabinin tek basina etkisinden giiclii olmas1 dikkat ¢ekicidir (Tablo
3). Ayni etki resveratrol ile kombinasyonu i¢in de gecerlidir (Tablo 3). Bu durum NSAI
ilaclarin tiimdr hiicre popiilasyonunda zamanla direngli suslarin gelismesini baskilamasi
ile aciklanabilir. Kemoterapi ajanlarmin giicii goéz ardi edilemese de, bu ajanlarin
kullanimi sirasinda hastalik tekrarlayabilmekte ve bazen daha Once tedavide hig
pkullanilmayan ilaglara karsi bile bir direng¢ mekanizmas1 gelisebilmektedir.
Malinitelerde gozlenen bu ¢oklu ilag direnci (MDR); hiicre i¢i ila¢ birikiminde azalma
(ilacin hiicre i¢ine girisinde azalma veya hiicre digina atma islevinde artis), ila¢c hedef
iligkisinde azalma, detoksifikasyon islevinde artis veya ilag dagiliminda degisiklik
seklinde 0zetlenebilir (60).

Malinitelerde ila¢ direncinden sorumlu bir¢ok mekanizma tanimlanmustir. ilk defa
1976°da 170 kDa’luk hiicre membran proteini olarak tanimlanan P-glikoproteinin (P-
gp) hiicre i¢i 1ilag birikimini azalttigi saptanmustir (60). Nitekim Draper ve
arkadaslarinin bir ¢alismasinda direng gelistikten sonra P-gp’ine bagl kanser ilag
direncinin indometazin gibi NSAI ilaglar tarafindan durduruldugu gosterilmistir (61).

Kombinasyon gruplarinda gozledigimiz bu azalma, NSAI ilaglarin gelisen P-gp
direncini kirmasi ile agiklanabilir.

Resveratrol etkisiyle meydana gelen apoptozis de, resveratroliin bu etkiyi, kaspaz
aktivitesinin artig1, hiicre siklusunun G1 fazinda blokaji, siklin D1 ve siklin bagimli
kinaz-4’iin seviyesinin azalmasi ve Bax seviyesinin artig1 ile gergeklestirildigi
gosterilmistir (7).

Insan kanserlerinin gelismesinden sorumlu molekiiler mekanizmalar konusunda
bugiin ulastigimiz bilgi diizeyine ragmen, kanser bilimsel ilgi alaninin 6tesinde, pek ¢cok
insanin hayatin1 elinden alan korkutucu bir hastalik olmaya devam etmektedir. Bu

ylizden hem giiniimiizde, hem de gelecekteki arastirmalarin baslica hedefi, bilgimizin
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bu hastaliktan korunma ve sagaltim konusunda pratik gelismelere doniismesi olmalidir.
Kanserin molekiiler biyolojisini aydinlatmaya yonelik gelismeler, kanserden korunma
ve tedavi konusunda yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir (62).
Ileride yapilacak molekiiler ve enzimatik calismalar ile hem NSAI ilaglarin hem
resveratroliin sadece kanserden koruyucu etkileri degil, ayn1 zamanda tiimdr hiicrelerini

ila¢ direncini kirict mekanizmalariin aydinlatilmast miimkiin olacaktir.
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SONUC

Calismamizda, niikleozid analogu olan ve basta pakreas kanseri tedavisi olmak
iizere solid tiimdrlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan gemsitabinin, MDAH-2774
over tiimorii hiicre kiiltiiriinde etkisi incelenirken, ayni1 zamanda ilag etkilerinin dogal
bir polifenolik bilesik olan resveratrol ve NSAI bir ilag olan parasetamol ile degisimleri
zaman dilimleri i¢erisinde arastirildi.

Sonug olarak gemsitabinin ¢ok etkin bir aktiviteye sahip oldugu, ilk 72. saate
kadar hem hiicre proliferasyonunu, hem de S-fazi diizeyinde ¢ok yiiksek bir inhibisyon
sagladig1 gozlendi. Tutunan hiicrelerde 24.,48. ve 72. saatlerde azalma goriiliirken, 96.
saatte artis goriildii. Bununla birlikte hem parasetamol, hem de resveratrol, tutunan
hiicre sayisinin yeniden artisina engel oldu. Kombinasyon gruplarinda tiim zaman
dilimlerinde anlamli hiicre proliferasyon inhibisyonu, hiicre sitotoksisitesinde artis ve
sentez fazi igaretlenmesinde biiylik oranda azalma goézlendi. Elektron mikroskopide
kontrol grubuna gore hiicre 6liimiiniin daha fazla oldugu ve yapisal bozuklugun belirgin
oldugu gozlendi.

Boylece calismamizda, resveratrol ve gemsitabinin MDAH-2774 over timor
hiicrelerinde, hiicre Olimii ile timor hiicre cogalmasini azaltti§i, kombinasyon
gruplarinda bu etkinin daha giiclii oldugu saptandi. Buna karsin parasetamoliin tek
basina anlamli bir etkinliginin olmadig1 gozlenirken, gemsitabin ile kombinasyonunun
bu etkiyi artirmasi parasetamoliin, gemsitabin duyarliligini artirmis olabilecegini
diisiindiirdi.

Ileride yapilacak calismalarda, resveratroliin tiimdr invazyonu ve anjiogenezi
iizerine etkilerinin ii¢ boyutlu timér modelleri kullanilarak, molekiiler ve genetik

caligmalarin 15181 altinda, kanser tedavilerine katki saglayabilecegi diistintilmiistiir.



43

KAYNAKLAR

1. Altinoz M.A and Bilir A. (2005): Inflammation, Nonsteroid and Steroid Anti-
Inflammatory Agents and Ovarian Cancer In: Treatment of Ovarian Cancer, pp. 97-11

2. Liotta LA., Steeg PS., Stetler- Stevenson WG. (Cell 1991): Cancer metastasis
and angiogenesis: an imbalance of positive and negative regulation, 64:327-36

3. Kaufmann M., Von Minckwitz G. (1997): Gemcitabine in ovarian cancer: an
overview of safety and efficacy, Eur J Cancer Jan; 33 Suppl 1:S31-3

4. Gemcitabine ®, Preparat regetesi ( Lilly)

5. Kayaalp O. (2000): Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Gilines
Basimevi

6. Ikizler M., Dernek S., Erkasap N., Kaygisiz Z., Sevin B., Kural T. (2003): The
Hemodynamic efficacy of Resveratrol on Reperfiizyon Injury in Isolated Rat Hearts,
11:91-9

7. Wenzel E., Somoza V. (2005): Metabolism and Bioavailability of Trans-
Resveratrol, Mol. Nutr. Food Res., Feb. 4:49,00 (Wiley)

8. Aggarwal B.B., Shishir S. (2006): Molecular Targets of Dietary Agents for
Prevention and Therapy of Cancer, J Biochemical Pharmacology; 10.1016 (Elsevier)

9. Sadler T.W. : Langman’s Medical Embryology, pp

10. Martin1 F. H., Welch K (2001): Fundamentals of Anatomy and Physiology ,
pp.233-237

11. Kierszenbaum L.A ( 2002): Histology and Cell Biology, pp. 565-567

12. Janqueira L.C., Carneiro J (2006): Basic Histology, pp. 449-450

13. Karavelli S. (2003): Overin Invaziv Yiizel Epitel Tiimérlerinin Ayirict Tanisi
ve Prognostik Faktorler, XVII. Ulusal Patoloji Kongresi 29-31 Mayis; Kongre Programi
ve Bildiri Ozet Kitab

14. Disaia P.J., Creasman W.T. (2003): Clinical Gynecologic Oncology, Mosby
Inc. Ceviri editorii: Ayhan A. Giines Kitabevi pp 259-351

15. Boyd J. (2001): Molecular Genetics of Hereditary Ovarian Cancer, Rubin S,
Sutton G, eds. Ovarian Cancer. Philadelphia: Lippicott, Willams & Wilkins, pp3-17

16. Edmondson R.J., Monoghan J.M. (2001): The Epidemiology of Ovarian
Cancer, Int J Gynecol Cancer; 11:423-29



44

17. Benedet J.L., Bender H., Jones H., Pecorelli S. (2000): Staging Classifications
and Clinical Practice Guidelines of Gynaecologic Cancers, Elsevier; pp. 92-118

18. Montag T.W. (1990): Tumor markers in Gynecologic Oncology, Obstet.
Gynecol Surv; 45:94-105

19. Galmarini C.M., Mackey J.R., Dumontet C. (2001): Nucleoside analogues:
Mecanism of Drug Resistance and Reversal Strategies, Leukemia; Jun; 15(6): 875-90

20. Oulet M., Percival M.D. (2001): Mecanism of Acetaminopen Inhibition of
Cyclooxygenase Isoforms, Arch Biochem Biophys; 387(2): 273-80

21. Chan T.A., Morin P.J., Volgestein B. (1998): Mecanism Underlying
Nonsteroidal Antiinflamatory Drug- Mediated Apoptosis, Proc Natl Acad Sci USA; 95:
681-86

22. Klampfer L., Cammenga J., Wisnieswski H.G., et al (2000): Sodium Salicylate
Activate Caspases and Induces Apoptosis of Myeloid Leukemia Cell Lines, Blood;
93(7): 2386-239%4

23. Kokoska E.R., Smith G.S., Miller T.A. (2000): Nonsteroidal Antiinflammatory
Drugs Attenuate Proliferation of Colonic Carsinoma Cells by Blocking Epidermal
Growth Factor- induced Ca++ Mobilization, J Gastrointest Surg; 4(2): 150-61

24. Sharma H.W., Narayanan R. (1996): The Nf-KappaB Transcription Factor in
Oncogenesis, Anticancer Reseach; 16(2): 589-96

25. Luque I., Gelinas C. (1997): Rel/Nf-KappaB and 1 kappaB Factors in
Oncogenesis, Semin Cancer Biol; 8(2): 103-11

26. Lazar-Molnar E., Hegyesi H., Toht S., Falus A. (2000): Autocrine and
Paracrine Regulation by Cytokines and Growth Factors in Melanoma, Cytokine; 12(6):
547-54

27. Taketo M.M. (1998): Cyclooxygenase-2 inhibitors in Tumorigenesis (Part II),
J Natl Cancer Inst; 4;90(21): 1609- 20

28. Cramer D.W., Harlow B.L., Titus- Ernsthoff L., Bolhke K., Welch W.R,,
Greenberg E.R. (1998): Over-the-counter Analgesics and Risk of Ovarian Cancer,
Lancet; 351:104-107

29. Corre Le L., Chalabi N., Delort L., Bignon Y.J., Bernard- Galon D.J. (2005):
Resveratrol and Breast Cancer Chemoprevention: Molecular Machanism, Mol. Nutr.
Food Res. 49.00-00

30. McElderry Melissa Q.B. (1999): Grape Expectations: The Resveratrol Story,
Quackwatch Home Page



45

31. Zunino J. S., Storms D.H. (2005): Resveratrol-induced Apoptosis is Enhanced
in Acute Lymphoblastic Leukemia Cells by Modulation of The Mitochondrial
Permeability Transition Pore, J Cancer Letters; 1-12

32. Busquets s., Ametller E., Fuster G., Olivan M., Raab V., Argiles J.M., Lopez-
Soriano J.F. (2006): Resveratrol, a Natural Diphenol, Reduces Metastatic Growth in an
Exprimental Cancer Models, J Cancer Letters; 1-5

33. Anil YD. (1986): Doku ve Hiicre Kiiltlirlerine Genel Bakis. In: Erbengi T.:
Biyoloji Ders Notlari, Istanbul, Beta Basim Yayim Dagitim A.S., 5.470-481

34. Ozalpan A. (2001): Temel Radyobiyoloji, Halic Universitesi Yayinlari,
[stanbul, 5.91-97

35. Demir R (editor) (2001): Histolojik Boyama Teknikleri (Bagvuru Kitabi);
Palme Yaymncilik, Ankara, s.262-283

36. Babich H., Reisbaum A.G., Zuckerbraun H.L. (2000): In Vitro Response of
Human Gingival Epithelial S-G Cells to Resveratrol, Toxicol Letter; 114: 143-53

37. Arikan 1.1., Arikan D. C., Abali R., Ozkili¢ T., Bozkurt S. (2004): Epitelyal ve
Nonepitelyal Malign Over Tiimér, Istanbul Tip Dergisi; 4:20-22

38. Ayhan A., Yapar E.G. (1999): Malign Over Tiimorleri, Jinekolojik Onkoloji
icinde;Logos Yayincilik, Istanbul, bolim 22

39. Coppleson M., Monaghan J.M., Morrow C.P. (1999) : Malignant and
Borderline Epithelial Tumors of Ovary Clinical Features Diagnosis Intraoperative
Assesment and Review of Management, pp; 889

40. Sahin F., Avcu F., Saydam G., Yilmaz M. 1., Sarper M., His1l Y., Ural A.U.,
Omay S.B. (2004): Kirmizi Uziim Cekirdegi Ekstrakti ve Ana Bilesenlerinden
Resveratrol ve Boraks Malign Hiicre Dizileri Uzerinde Sitotoksik Etki Gostermektedir,
Turkish Journal of Haematology; 21,3

41. http://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol

42. Benitez D.A., Pozo-Guisado E., Alvarez-Barrientos A., Fernandez-Salguero
P.M., Castellon E.A. (2006): Mechanisms involved in resveratrol-induced apoptosis and
cell cycle arrest in prostate cancer-derived cell lines, Journal of Andrology

43. Riles WL., Erickson J., Nayyar S., Atten MIJ, Attar BM., Holian O. (2006):
Resveratrol engages selective apoptotic signals in gastric adenocarcinoma cells, World Journal
of Gastroenterology, 12(35): 5628-5634

44. Pervaiz S. (2004): Chemotherapeutic Potential of the Chemopreventive
Phytoalexin Resveratrol, Drug Resistance Updates; 7:333-334 ( Elsevier)


http://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol

46

45. Manna S.K., Mukhopadhyay A., Aggarwal B.B. (2000): Resveratrol Supress
TNF-induced Activation of Nuclear Transcription Factors Nf-kappaB, Activator
protein-1 and Apoptosis: Potential Role of Reactive Oxygen Intermediates and Lipid
Peroxidation, J Immunol; 164: 6509-6519

46. Turna H., Demir G. (2002): Pankreas Kanseri Tedavisine Medikal Onkolojik
Yaklasim, .U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitim Etkinlikleri; Ocak; s.
231-236

47. Fontecave M. (1998): Ribonucleotide Reductases and Radical Reactions, Cell.
Mol. Life Sci; 54:684-695

48. Grunewald R., Kantarjian H., Du M., Faucher K., Tarassoff P., Plunkett W.
(1992): Gemsitabine in Leukemia: A Phase I Clinical, Plasma, and Cellular
Pharmacology Study, Jour of Clin Onco; 10,3 pp 406-413

49. Smith H.S., Wolman S.R., Hackett A.J. (1984): The Biology of Breast Cancer
at the Cellular Level, Bioc Biop Acta; 738(3): 103-23

50. Zhu G.H., Wong B.C.Y., Ching C.K., Lai K.C., Lam S.K. (1999): Differential
Apoptosis by Indomethacin in Gastric Epithelial Cells Trough the Constiyuve
Expression of Wild-Type p53 and/or Up-Regulation of c-myc, Biochem Pharmacol; 58
(1):193-200

51. Bernardi A., Jacques- Silva M.C., Delgada- Canedo A., Lenz G., Battastini M.
(2006): Nonsteroidal anti- inflammatory drugs inhibit the growth of C6 and U138-MG
glioma Cell Lines, Eur J Pharmacol; 532(3): 214-22

52. Joki T., Carrol R.S., Dunn LF., Zhang J., Abe T., Black P.M. (2001):
Assesment of Alteration in Gene Expression in Reccurrent Malignant Glioma After
Radiotherapy = Using Complemantary = Deoxyribonucleic ~ Acid  Microarrays,
Neurosurgery; 48(1):195-201

53. Boulares H.A., Giardina C., Inan M., Khairallah A.E., Cohen S.D. (2000):
Acetaminophen Inhibits NF-kB Activation by Interfering with the Oxidant Signal in
Murine Hepa 1-6 Cells, Toxicological Sciences; 55,370-375

54. Theophilus Harnagea E., Miller R.M. (1998): Acetaminophen Alters
Estrogenic Responses in Vitro: Stimulation of DNA Synthesis in Estrogen Responsive
Human Breast Cancer Cells, , Toxicological Sciences; 46, 38-44

55. Theophilus Harnagea E., Gadd S.L., Trent-Knigth A.H., DeGeorge G.L.,
Miller R.M. (1999): Acetaminophen- Induced Proliferation of Breast Cancer Cells
Imvolves Estrogen Receptors, Toxicological and Applied Pharmacology; 155, 273-279



47

56. Zhou L., Ericson R.R., Hardwick J.P., Park S.S., Wrighton S.A. (1997):
Catalysis of the Cysteine Conjugation and Protein Binding of Acetaminophen by
Microsomes from a Human Lymphoblast Line Transfected with the cDNAs of Various
Froms of Human Cytochrome P450, The Journal of Pharmacology and experimental
Therapeutics; 281:785-790

57. Ozdemirler G., Ayka¢ G., Uysal M., et all (1994): Liver Lipid Peroxidation
and Glutathione-related Defence Enzyme Systems in Mice Treated with Paracetamol, J
Appl Toxicol; 14(4): 297-299

58. Bilir A., Altinoz M.A., Atar E., Erkan M., Aydiner A. (2002): Acetaminophen
Modulations of Chemotherapy Efficacy in MDAH 2774 Human Endometrioid Ovarian
Cancer Cells in Vitro, Neoplasma; 49,1:38-42

59. Yip-Schneider T.M., Sweeney J., Jung S., Crowell P.L., Marshall M.S. (2001):
Cell Cycle Effects of Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs and Enhanced Growth
Inhibition in Combination with Gemcitabine in Pancreatic Carcinoma Cells, The
Journal of Pharmacology and experimental Therapeutics; 298: 976-985

60. Avcu F. (2006): Hematolojik Malignitelerde ila¢ Diren¢ Mekanizmalari,
Temel Molekiiler Hematoloji Kursu

61. Draper M.P., Martel R.L., Levy S.B. (1997): Indomethacin- Mediated
Reversal of Multidrug Resistance and Drug Efflux in Human and Murine Cell Lines
overexpressing MRP, But Not P-glicoprotein, Br. J. Cancer; 75(6):810-815
62. Cooper M.G., Hausman E.R. (2006): Hiicre Molekiiler Yaklagim, Editor: Sakizli M,
Atabey N. Izmir Tip Kitabevi s:664-665



48

OZGECMIS

[Ikogrenimimi Gazi Ilkokulunda, orta ve lise egitimimi Cumhuriyet (Siiper)
Lisesinde tamamladiktan sonra 1998 senesinde Uludag Universitesi Tip Fakiiltesinden
mezun oldum. 2002 yilinda yapilan tipta uzmanlhk sinavini kazanarak Istanbul
Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda
caligmaya basladim. Katildigim kurs ve kongreler:

1-) Uygulamali Stereoloji Kursu Pamukkale Universitesi 20 - 23 May1s 2003

2-) Uygulamali Hiicre Kiiltiirii Kursu Siileyman Demirel Universitesi 19 - 21
Haziran 2003

3-) Molekiiler Genetik Kursu DETAM 18 - 19 Aralik 2003

4-) Kordon Kani ve Kok Hiicre Bankaciligi Kursu Istanbul Universitesi 07 - 09
Mayis 2004

5-) Uremeye Yardimci Tedaviler Kursu 1.U.Cerrahpasa Tip Fak. IVF Unitesi
08.04.2005

6-) Sperm Hazirlama ve Inseminasyon Kursu I.U.Cerrahpasa Tip Fak. IVF Unitesi
09.04.2005

7-) Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Etik Kursu Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu 11
- 12 Nisan 2005

8-) Tipsal Arastirma ve Yontem Bilimi ve Biyoistatistiksel Degerlendirme Kursu
Stirekli Tip Etkinlikleri 07.12.2005

9-) Ith. National Stem Cell and Gene Therapy Congress 7 - 9 May 2004

10-) 13th. World Congress on In Vitro Fertilization Assisted Reproduction and
Genetics 26 - 29 May 2005

11-) 17. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi 23 - 25 Haziran 2005

12-) Multidisipliner Kanser Arastirma Sempozyumu 12 - 15 Mart 2006

13-) VIL. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi 27 - 30 Haziran 2006

14-) Second International Conference On Science and Moral Philosophy (ethics)

of Assisted Human Reproduct 28 - 29 April 2006

Dr. Sule AYLA



