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Resveratroliin hepatoseliiler karsinom hiicreleri iizerindeki apoptotik ve anti-

proliferatif etkileri.

OgrencininAdi: Nadire Kiyak
Damismani: Prof. Dr. Aysel Kiikner Es Damismani: Dog. Dr. Eda Becer

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

OZET

Amag: Resveratrol, insan saghgini olumlu yonde -etkileyen etkileyen flavonoid
olmayan, polifenolik bir bilesiktir. Resveratrol anti-kanser, anti-inflamatuar ve anti-
mikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Ayn1 zamanda resveratroliin kanser Onleyici ve anti-
kanser oOzelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada, resveratroliin insan
hepatoseliiler karsinom hiicre (HepG2) hatlarinda hiicre canliligi, apoptoz ve hiicresel

proliferasyonu iizerindeki etkilerini arastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Proje icin, insan primer karaciger kanseri hepatoseliiler karsinom
hiicre hatti1 olan HepG2 (ATCC® HB-8065™) hiicreleri kullanilacaktir. Hiicre
cogalmasi ve sitotoksisitesi, MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir) testi ile analiz edildi. HepG2 hiicreleri, farkli resveratrol konsantrasyonlariyla
(5, 10, 25, 50 ve 100 uM) inkiibe edildi. Resveratroliin antikanser ve proapoptotik
ozellikleri kaspaz-3, sitokrom-c, FasLigand ve Ki-67 antikorlart kullanilarak

immiinositokimyal olarak ile belirlendi.

Bulgular: MTT test sonuglarina gére HepG2 hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasini inhibe
eden etkin resveratrol dozu 48 saat sonucunda 100 uM olarak hesaplandi. Resveratroliin
HepG2 hiicrelerinde sitokrom-c immiinoreaktivitesini kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalttig1 bulundu. Ayrica resveratroliin HepG2 hiicrelerinde Ki-

67 immiinoreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig tespit edildi.

Sonu¢: Sonuglarimiz, resveratroliin insan hepatoselliller karsinom hiicrelerinde
apoptozu indiikledigini gostermektedir. Resveratrol, insan hepatoseliiler karsinom
hiicrelerinde intrinsik apoptotik yolu tetiklemistir. Ayrica, HepG2 hiicreleri iizerinde

antiproliferatif etki gostererek Ki-67 immiinoreaktivitesini onemli 6l¢iide azaltmistir.

Anahtar kelimeler: resveratrol, apoptoz, insan hepatoselliiler karsinom



Apoptotic and antiproliferative effects of resveratrol in hepatocellular carcinoma

cell line.

Student’s Name: Nadire Kiyak

Advisor: Prof. Dr. Aysel Kiikner Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Eda Becer
Department: Histology and Embryology

ABSTRACT

Objectives: Resveratrol is a polyphenol nonflavonoid compound which positively
affects human health due to its anti-cancer, anti-inflammatory and anti-microbial
properties. It had also been shown that resveratrol has role in preventive of cancer and
anti-cancer properties. In this study, we aimed to investigate the effects of resveratrol on
cell viability, apoptosis and cellular proliferation in human hepatocellular carcinoma
cell (HepG2) line.

Materials and Methods: Cytotoxicity was analyzed via MTT assay on HepG2 cells.
HepG2 were treated with different resveratrol concentrations (5, 10, 25, 50, and 100
mM). Anti-cancer and proapoptotic properties of resveratrol were determined by
immunocytochemistry using antibodies against caspase-3, cytochrome-c, Fas Ligand
and Ki-67.

Results: The effective dose for inhibition of cell growth in HepG2 cells was determined
to be 100 uM resveratrol for 48 hours. The immunoreactivity of cytochrome-c was
significantly higher in resveratrol-treated HepG2 cells than the control group (p<0.05).
Also, immunoreactivity of Ki-67 in resveratrol-treated HepG2 cells was significantly

lower than the control group (p<0.05).

Conclusions: Our results suggested that resveratrol induced apoptosis in human
hepatocellular carcinoma cells. Interestingly, resveratrol triggered intrinsic apoptotic
pathway in human hepatocellular carcinoma cells. Moreover, resveratrol decreased
significantly Ki-67 immunoreactivity and showed anti-proliferative effects in HepG2

cells.

Keywords: resveratrol, apoptosis, human hepatocellular carcinoma



1. GIRIS ve AMAC

Kanserler, viicudun diger bolgelerine istila ve yayilma potansiyeli olan anormal
hiicre biliyiimesini igeren genis bir hastalik ailesidir. Normal bir hiicrenin bir kanser
hiicresine doniigmesi i¢in, biiylimesini ve farklilasmasini diizenleyen genlerin
degistirilmesi gerekir. Kanserlerin ¢ogunlugu (% 90-95) cevresel faktorlerin neden
oldugu genetik mutasyonlardan kaynaklanirken, geri kalan% 5-10 kalitsal genlerden

kaynaklanmaktadir (Elshaer ve ark., 2018).

Karaciger kanseri, diinyada en sik goriilen besinci kanser tiiriidiir. Kansere bagl
Olim nedenleri arasinda ikinci siradadir. Hepatoseliiler karsinom, primer karaciger
kanserlerinin yaklasik % 90'mn1 temsil eder ve dnemli bir kiiresel saglik problemini
olusturur (Galle ve ark., 2018). Kanser tedavi yontemlerinde bir¢ok fitokimyasalin
koruyucu etki gosterdigi bir ¢ok calismada goriilmiistiir. Primer karaciger kanseri olan
heparoseliiler karsinom tedavisinde resveratrol ve kersetin gibi fitokimyasallarin hiicre
aktivitesini inhibe edilmesinde rolii oldugu gorilmistiir (Galinak ve ark., 2019; Andres
ve ark.,2017). Baz1 gidalar karmasik polifenol karisimlari icermesine ragmen, gesitli
faktorler igeriklerini etkileyebilir. Bu molekiillerin antioksidanlar olarak iyi bilinen
kapasitelerinin yami sira, hiicre sinyal yollariyla, gen ekspresyonunu modiile ederek,
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini ve mikroRNA'lar1 modiile edebilirler (Cione ve
ark., 2020).

Resveratrol (3,4 5, 5-Trihidroksi-trans-stilben) bakteri ve mantarlar tarafindan
saldirtya ugradiginda birka¢ bitki tarafindan dogal olarak iiretilen bir polifenolik
fitoaleksindir. Fitoaleksinler, patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara kargi savunma
icin bitkiler tarafindan tiretilen antibakteriyel ve mantar 6nleyici kimyasallardir. Giiglii
antioksidanlardan biri olan resveratrol, kirmizi iziim, dut ve mavi ¢ilek, yabanmersini
icinde bulunur, ayrica okaliptiis, ladin ve zambak gibi diger bitkilerde ve yer fistig1 gibi
diger gidalarda bulunur (Kim ve ark., 2016; Fu ve ark., 2019; Elshaer ve ark., 2018).
Anti-oksidan, néroprotektor, kardiyoprotektor ve anti-kanser ajan olarak hareket ederek
insan sagliginda faydali biyolojik aktivitelerin genis spektrumuna sahip bir bilesiktir (Fu
ve ark., 2019). Resveratrol, gesitli in vitro ve in vivo deney modellerinde anti-glikasyon,
antioksidan, anti-inflamasyon, ndroprotektif, anti-kanser ve yaslanmaya kars1 aktivitesi

gibi ¢ok cesitli biyolojik 6zellikleri ortaya ¢ikarir (Galiniak ve ark., 2019).



Apoptoz, diger bir adiyla programlanmis hiicre Oliimii; hasarli veya anormal
hiicreleri ortadan kaldirmak icin genetik olarak diizenlenmis bir fizyolojik
mekanizmadir. Embriyonik, fetal ve eriskin dokularda fizyolojik biiylime kontrol
diizenleyicisi ve doku-homeostaz moderatorii olarak da 6nemlidir. Apoptotik hiicreler,
membran sizmast, hiicre biiziilmesi, niikleer DNA parcalanmasi, kromatin yogunlagmasi
ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi diizenli biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler ile
tamimlanabilir. Apoptoz, mitokondri-apoptozom aracili igsel (intrinsik) yol, 6lim
reseptoriiniin indiikledigi dissal (ekstrinsik) yol ve T- hiicre aracili yol olmak tizere ii¢
ana yol ile aktive edilebilir (Ko ve ark., 2017; Green, 2019). Apoptoza aracilik eden
birgok faktor, memeli hiicrelerindeki kaspaz kaskadindaki anahtar proteazlardan biri
olarak kabul edilen kritik efektor kaspaz-3'i aktiflestirmek icin birlesir. Kaspaz-3
sitoplazmada 32 kD aktif olmayan bir 6ncii olarak bulunur ve apoptoz sirasinda yukari
akis kaspaz, kaspaz-9 aktivasyonu ile boliiniir ve aktive edilir. Kaspaza bagli apoptoz,
mitokondriyal yol, 6lim reseptér yolu ve endoplazmik retikulum yolunu igerir.
Mitokondri 6zellikle erken apoptotik siirecte etkilenir ve hiicre Oliimiiniin merkezi
koordinatorii olarak hareket ettigi diisiiniilmektedir (Li ve ark., 2012). Tiimor nekroz
faktorii (TNF) reseptorii siiper familyasindaki 6liim reseptdrlerinin tetiklenmesi, 6rnegin
Fas (CD95 / APO-1) veya TNF ile iliskili apoptozu indiikkleyen ligand (TRAIL)
reseptorleri, baslatici kaspaz-8'in aktive olmasimna neden olur. Apoptoz sinyaline,
kaspaz-3 gibi akis asagi efektor kaspazlarin dogrudan yarilmasi yoluyla aracilik
edebilir. igsel yol, Omi / HtrA2, Smac / DIABLO, sitokrom c, apoptozu indiikleyen
faktorler (AIF'ler), endoniikleaz G, kaspaz-2 veya kaspaz-9 gibi apoptojenik faktorlerin
mitokondriyal intermembran boslugundan verilmesi ile tetiklenir. Sitokrom c'nin
sitozole yayilmasi, sitokrom c¢ / apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) /
kaspaz-9 iceren apoptozom kompleksinin olusturulmasi yoluyla kaspaz-3'i aktive eder;
Omi / HtrA2 ve Smac / DIABLO, apoptotik proteinlerin (IAP) inhibitdrlerinin etkilerini
notralize ederek kaspaz aktivasyonunu tesvik eder ve apoptozun son basamagini
baglatan apoptozomu tetiklemektedir (Ko ve ark., 2017). T hiicre aracili hiicre 6liimd,
CDS8+ yani sitotoksik T hiicrelerinin antijen tasiyan hiicreyi 6ldiirmesidir. Bu sitotoksik
T hiicreleri genellikle dissal yol ile hiicreyi oldiiriirler. Ayrica T hiicresi dogrudan
perforin salgilayarak hedef hiicrenin membraninda kanallar agilmasini saglar. Perforin

salgisinin ardindan proteaz olan granzim A ve granzim B enzimlerini i¢eren sitoplazmik



graniilleri hedef hiicrenin igerisine girer. Boylelikle hiicrenin 6limii gergeklesmis olur

(Green, 2019; Martinez-Lostao ve ark., 2015)

Bu ¢alismada, insan primer karaciger kanseri olan hepatoseliiler karsinom (HepG2)
hiicrelerinde resveratroliin anti-kanser aktivitelerini belirlemek i¢in MTT testi ve

immunositokimya boyamalar: kullanilmistir.

Bu calismanin amaci:

I. Resveratrolin HepG2 hiicrelerinde, antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin

belirlenmesidir.

Il. Klinik uygulamada resveratroliin etkilerinin belirlenebilmesi i¢in 6n verilerin elde
edilmesidir. In vitro ortamda yapilan bu calisma, in vivo ortamda yapilacak calismalar

icin On ¢alisma olma 6zelligindedir.

Calisma hipotezi su sekildedir: Resveratroliin hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterecek ve apoptozu indiikleyecektir. Ayni zamanda doza bagh

olarak kanser hiicre canlilig1 da azalacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Kanserinin Ozellikleri

Karaciger, insan viicudunun en biiyiik i¢ organidir. Sag akcigerin hemen altinda sag
kaburgalarin altinda bulunur. iki boliimii vardir. Karaciger esas olarak hepatosit adi
verilen hiicrelerden olusur. Safra kanallar1 safrayr karacigerden safra kesesine veya
dogrudan bagirsaklara tasir. Karacigerdeki farkli hiicre tipleri, gesitli tiplerde malign
(kanserli) ve iyi huylu (kanserli olmayan) tiimorler olusturabilir. Bu tiimdrlerin farkli
nedenleri olmakla birlikte, tedavileri de farkli sekilde olabilmektedir (American Cancer
Society, 2018). Kanser en sik teshis edilen hastaliklardan biridir ve buna bagli morbidite
ve mortalite diinya ¢apinda ¢ok 6nemli bir saglik problemidir. Kanser gelisimi, normal
hiicrelerin genetik yapilarinda mutasyonlar aldigi, hiicrelerin siirekli olarak biiyiimesine,
kolonilesmesine ve karaciger, akcigerler, kolon ve beyin gibi diger organlara metastaz

yapmasina neden olan bir sekilde diizenlenmis bir ilerlemedir (Ko ve ark., 2017).

Karaciger kanseri, diinyada en sik goriilen besinci kanser tiiriidiir. Kansere bagl
6lim nedenleri arasinda ikinci siradadir (Galle ve ark., 2018). Karaciger kanseri,
baslangigta karacigerin dokusunda olusan bir tiimordiir. Kanserli hiicre tipine gore farkli
karaciger kanseri tiirleri vardir (Trojan ve ark., 2016). Karaciger kanseri primer ve
sekonder olarak iki tipe ayrilir. Primer karaciger kanseri, karaciger hiicresinden
kaynaklanir. Sekonder karaciger kanseri veya karaciger metastazlar1 olarak bilinen,
viicudun diger boliimlerinden yayilan kanser tipidir (Galle ve ark., 2018). Hepatoseliiler
karsinom (HCC), primer karaciger kanserlerinin yaklasik % 90'mi temsil eder ve dnemli
bir kiiresel saglik problemini olusturur (Galle ve ark., 2018). Hepatoseliiler karsinom,
yetiskinlerde en sik goriilen karaciger kanseri tiiriidiir. Hepatoseliiler kanserler farkli
biiyiime modellerine sahip olabilmektedir: Bazilar1 daha biiyiik biiyiiyen tek bir tiimor
olarak baglar. Hastaligin sadece ge¢ doneminde karacigerin diger bolgelerine yayailir.
Ikinci bir tip, sadece tek bir tiimor degil, karaciger boyunca ¢ok sayida kiiciik kanser
nodiilii ile baglar. Bu en sik sirozlu (kronik karaciger hasari) kisilerde goriilmektedir
(American Cancer Society, 2018). HCC, en sik goriilen primer karaciger kanseri ve
diinya ¢apinda dordiincii 6liimciil neoplazm olarak siralanan, daha yiiksek insidansa

sahip altinci tiimordiir. Baslica hepatit B ve C viriisii (sirasiyla HBV ve HCV) olmak



tizere farkli etiyolojik ajanlarin neden oldugu karaciger hasari, yillardan on yillara kadar
stirebilen karaciger fibrozu ve sirozu asamalarinda HCC gelisimine katkida bulunur
(Palanca ve Ark., 2019). Hepatoseliiler karsinom, karacigerin ana hiicreleri olan
hepatositlerde baglar. HCC, karaciger sirozunun sik goriilen bir komplikasyonudur.
Diinya ¢apinda hepatoseliiler karsinom, insidans artisi ile en yaygin kanserlerden biridir.
HCC riski, altinda yatan karaciger hastaliginin etiyolojisi, aktivitesi ve asamasindan
etkilenir (Trojan ve ark., 2016). Hepatoseliiler karsinom, hepatositlerin kontrolsiiz
biiyiimesine yol acgan ¢oklu sinyalleme basamaklarini etkileyen genetik degisikliklerle

karakterizedir (Jeon ve ark.,2018).

Karaciger sirozu, kronik karaciger hasarina yanit olarak gelisen yogun bag doku ile
cevrili rejeneratif nodiiller ile ortaya ¢ikan fibrozisin ileri bir agsamasidir. Alkol tiikketimi,
diinya ¢apinda karaciger sirozunun yaygin nedenlerinden biridir. Alkolik karaciger
sirozu, hepatoseliiler karsinomun gelismesinden ve 6liim oraninin yiiksek olmasindan
sorumludur (Shin ve ark., 2020). Hepatit B ve C viriisleri, karaciger sirozuna ve
hepatoseliiler karsinom’a yol acabilen akut ve kronik enfeksiyonlara neden olan kiiresel
bir saglik sorunudur. Bu enfeksiyonlar diinya ¢apinda HCC'un 6nde gelen nedenleri
arasindadir. Yilda 1,3 milyondan fazla 6liimiin meydana gelmesiyle dnemli mortalite ile
iligkilidir. HCC, erkeklere kars1 belirgin bir cinsiyet farkliligi gosterir ve HBV yiizey
antijeni prevalansi ile korelasyonu olan, az gelismis bolgelerde énemli bir kanserdir.
Yiiksek insidansi ve tedaviye direnci nedeniyle, karaciger kanseri, kansere bagli 6liimiin
ikinci 6nde gelen nedenidir (Ringehan ve ark., 2017). Hepatit B viriisii (HBV) veya
hepatit C viriisii (HCV) ile kronik enfeksiyona bagli karaciger sirozu olan hastalar en
yiiksek riske sahiptir (Trojan ve Ark., 2016). Hepatoseliiler karsinom, klinik ¢alisma ve
tanidaki iyilesmelere ragmen, en sik goriilen primer karaciger kanseri tiirtidiir. Cerrahi
rezeksiyon sonrast %70 niiks ve akciger metastazi nedeniyle HCC hala yiiksek mortalite
olmaya devam etmektedir. Timor metastazi, kanser hiicrelerinin, tiimoriin uzak
organlara, kaynaklandigi primer bolgeden lenfatik ve kan damarlart yoluyla
yayilmasidir. Hepatoseliiler karsinomun metastazi, yalnizca karaciger kanseri
hiicrelerinin apoptotik sinyallerden kagmasini ve immiin yanitlara ev sahipligi
yapmasini degil, ayn1 zamanda tiimor mikro - ortaminda hiicreler arasi iletisimin de

gerekli oldugu ¢ok adimli bir siiregtir (Ge ve ark., 2020).



Hepatoseliiler karsinom, tiimoriin yikict etkilerini arttiran oksidatif stres ve
inflamatuar sitokinlerde yiikselme ile karakterizedir (El-Far ve ark., 2020). Hiicre dis1
matriks; bircok heterojen molekiilden olusur. Niikleer faktorler, inflamatuar hiicreler,
anjiyogenez destekleyiciler ve bir¢cok biyolojik olarak aktif molekiil i¢in bir depo gorevi
goriir (Kumar ve Santhi., 2012). Tim bu makromolekiillerin salinmasi, hiicrelerin
proliferasyonunu ve timor hiicrelerinin invazyonuna ve metastazina yol agan
farklilasmay1 kontrol ederek HCC’nin patogenezine ve ilerlemesine yol ac¢an bu yollari
aktive eder (Gonzales ve ark., 2012). HCC, yiiksek mortalite orani ile baglantilidir (El-
Far ve ark., 2020). Oksidatif stres, HCC'nin gelisiminde ve ilerlemesinde Kkilit bir
oyuncudur. Oksidatif stresin hiicre proliferasyonunu, apoptozu ve hiicre dongiisiinii
etkiledigi bildirilmistir (Darweish ve ark., 2014; Marra ve ark., 2011). Oksidatif stres,
hiicre biliylimesi ve transformasyonunun diizenlenmesi iizerinde daha sonra etki ederek
mitojenle aktiflestirilen protein kinazlari aktive eder. Oksidatif stres hiicre dig1 matriks
olusumunu ve hiicre-hiicre etkilesimini etkiler (Finkel ve Holbrook, 2000). HCC
hastalariin % 90'mdan fazlas1 kronik karaciger hasar1 gelistirdiginden HCC,
inflamasyon temelli kanserojen bir siiregtir. NFxB, pro-inflamatuar sitokinlere aracilik
eder ve HCC de dahil olmak fizere bir¢ok kanser tiiriiyle baglantilidir. Pro-inflamatuar
sitokinlerin transkripsiyonunu indiikler. EK olarak, TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6 ve IL-8,
gibi bir¢ok inflamatuar sitokin, kronik karaciger iltihabi ile iliskilendirilmistir (EI-Far ve
ark., 2020).

2.2. Resveratrol ve Hepatoseliiler Karsinom

Resveratrol, (3,5,4'-trans-trihidroksstilben) stilben familyasina ait bir polifenolik
bilesikdir (Galinak ve ark., 2019). Resveratrol, bakteri ve mantarlar tarafindan saldiriya
ugradiginda birkag bitki tarafindan dogal olarak iiretilen bir polifenolik fitoaleksindir.
Fitoaleksinler, patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara karsi savunma ig¢in bitkiler
tarafindan iretilen antibakteriyel ve mantar Onleyici kimyasallardir (Kumar ve ark.,
2009) (Tablo 1). Cogunlukla iiziim kabugunda ve tohumlarinda olusan dogal bir
bilesiktir. Ayn1 zamanda saraplarda ve diger yer fistig1, ¢ilek, okaliptiis, ladin, zambak
ve cay gibi ¢esitli bitkisel gidalarda bulunur (Galiniak ve ark., 2019) (Tablo 2).



Tablo 1. Resveratrol’un fiziksel ve molekiiler 6zellikleri (Kumar ve ark., 2009).

Molekiler Formiil | C14H1203

Molekiiler Agirlik | 228.24

Erime Noktasi 253°C — 257°C

Suda zayif ¢oziintir. Kloroform, etanol, asetik asit ve asetonda

Coziiniirlik

¢ozunr.
Gorinim Ince Kristal toz
Renk Beyaz

Spesifik Rotasyon | [a]: - 77.5° (c=0.2, EtOH)

Resveratrol’un trans- ve cis-izomer formlar1 da bulunur; bununla birlikte, cis-
resveratrol izomeri kararsizdir ve 1s18a reaksiyona girdiginde kolaylikla trans-forma
donustiirtliir. Suda ¢oziinmez ancak etanol ve dimetil siilfoksit gibi polar ¢oziiciilerde
¢Oziinilir. Resveratrol suda diisiik ¢coziiniirliige ve diisiik oral biyoyararlanim ve sistemde
hizla metabolize olur. Koéti biyoyararlanimi, karacigerdeki hizli metabolizmasina

glukuronidlere ve siilfatlara baglanir (Abba ve ark., 2015).

OH
HO ! \

OH

Sekil 1. Resveratroliin kimyasal yapis1 (Kumar ve ark., 2009).



Dogal bir stilben ve flavonoid olmayan bir polifenol olan resveratrol, anti-
oksidan, anti-inflamatuar, kardiyoprotektif ve anti-kanser Ozelliklerine sahip bir
fitoostrojendir. Resveratrol’iin  kanser hiicrelerinde c¢oklu ilag direncini tersine
cevirebildigi ve klinik olarak kullanilan ilaglarla birlikte kullanildiginda kanser
hiicrelerini standart kemoterapdtik ajanlara duyarli hale getirebilecegi bildirilmistir.
Gelistirilmis anti-kanser aktivitesi, biyoyararlanim ve farmakokinetik profil ile cesitli
yeni resveratrol analoglar1 gelistirilmistir (Ko ve ark., 2017). Bu bilesik, glikasyon,
oksidatif stres, inflamasyon, nérodejenerasyon, ¢esitli kanser tiirleri ve yaslanmaya karsi
aktivite de dahil olmak iizere birgok Ozellige sahiptir. Fakat bu bilesik diisiik
biyoyararlanim ve ¢Oziiniirlik sergiler. Resveratrol, enfeksiyon, stres, yaralanma,
bakteri veya mantar enfeksiyonlarina ve UV 1sinlamasina yanit olarak 70'ten fazla bitki
tlri tarafindan sentezlenir. Bu molekiiliin bitkilerdeki sentezi, flavonoidlerinkine benzer
bir islemde fenilpropanoid yolundaki resveratrol sentaz ile katalize edilir. Resveratrol,
bir ¢ift stiren bagi ile birbirine baglanmis iki fenil halkasina (mono fenol ve fenol)

sahiptir ve hem cis hem de trans izomerik formlarda bulunur (Galinak ve ark., 2019).

Tablo 2. Baz1 besinlerin resveratrol icerikleri (Xiao ve ark., 2019; Cione ve ark., 2020).

Besin Resveratrol Miktari
Kirmizi sarap 0.27 mg/100ml
Kirmizi bogiirtlen 3.0 mg/100g
Uziim kabugu 50- 100 pg/g
Yer fistig1 (Cig) 0.04 mg/100g
Yer fistig1 (Kaynanmis) 1.8-7.1 ng/g
Itadori yapragi (Geng) 867+ 17 ng/g
Siyah iiziim 0.15 mg/100g
Yaban mersini 0.67 mg/100g
Uziim suyu (siyah) 0.05-0,5 mg/L
Itadori ¢ay1 974 £ 2 ug/g
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Insan diyetinde diisiik miktarlarda stilben bulunur ve ana temsilci resveratrol'diir.
Bu bilesik ilk 6nce Veratrum grandiflorum koklerinden izole edilmistir. 1940'ta Loes ve
daha sonra Polygonum cuspidatum koklerinden izole edilmistir. Patojenler veya gesitli
stres kosullarina bagl enfeksiyona yanit olarak bitkiler tarafindan iiretilir. Uziim, ¢ilek
ve yer fistig1 da dahil olmak tizere 70'ten fazla bitki tiirinde tespit edilmistir. Bircok
calisma bu bilesigin ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu vurgulamigtir
(Cione ve ark., 2020).

l nE
p53

! ! l
BUIMA Bfix NOIXA
! 4

Apoptozis | Bcl-2

e . l > Metastaz
. . € Kanser
Olimi I > i :

Otofaji T
T VEGF

mTOR '[‘

T HIF-1a

AMPK

£}

Sirtl <€

Sekil 2. Resveratroliin kanser mekanizmalarina etkisi (Elshaer ve ark., 2018)

Kanser biiylimesini baskilama, apoptoz ve otofaji ile kanser hiicresi dliimiinii
indiikleme, ayrica metastaz ve anjiyogenezi inhibe etme yetenegi de dahil olmak iizere
resveratroliin terapotik etkisine ¢esitli mekanizmalar katkida bulunur (Sekil 2).
Resveratrol, pro-apoptotik proteinlerin (Bax, NOXA, BUMA) p53'e bagl aktivasyonu

yoluyla apoptoz ile kanser hiicresi Oliimiinii indiikler. Ayrica resveratrol, Sirtl ve
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AMPK'nin yukari regiilasyonu yoluyla otofaji ile kanser hiicresi 6liimiinti indiikler.
Resveratrol, TGF-f1 / Smads, Wnt / B-katenin, PI3K / Akt / NF-kB ve Glil yollarinin
asagl regiilasyonu yoluyla EMT'min inhibisyonu yoluyla metastazi inhibe eder.
Resveratrol, VEGF'nin HIF-la'ya bagimli inhibisyonu yoluyla anjiyogenezi inhibe eder
(Elshaer ve ark., 2018). Otofaji, hiicresel ortamlara 6nemli bir yanittir ve stres, hasar,
aclik, yaslanma ve patojen enfeksiyonu sirasinda hayatta kalma veya 6liim i¢in hiicresel
siirecleri olumlu yonde diizenler. Saglikli dokularda otofaji, hasarli, anormal ve uzun
Omiirlii organelleri ve proteinleri temizleme islemidir. Resveratrol, mTOR'un SIRTI /
AMPK'ya bagimli inhibisyonu yoluyla otofajiyi indiikler. Resveratroliin ¢esitli
kanserlerde otofajiyi indiikleyerek hiicre 6limiinii indiikledigi gosterilmistir. Cesitli
hiicre hatlar1, resveratroliin ¢ok ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini,
ancak altta yatan mekanizmanin farkli kanser hiicresi tipleri arasinda biiyiik ol¢iide
farkli oldugunu goéstermistir. Metastaz siireci karmasiktir ve karsinom hiicrelerinin
primer bolgeden timor olusumu igin uzak bolgelere yayilmasini igerir. Epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT), metastatik kaskatin ilk adiminda o6nemli bir olaydir.
Resveratroliin, EMT'yi diizenleyen ve kanser hiicrelerinin hareketliliginin ve
invazivliginin Onlenmesine yol acan c¢esitli sinyal yollarina miidahale ettigi
bulunmustur. Resveratroliin, E-cadherin ekspresyonunu arttiran ve vimentin
ekspresyonunu baskilayan TGF B1 / Smads yolunu asagi regiile ederek CRC'nin
karaciger ve akciger metastazini inhibe ettigi bildirilmistir (Elshaer ve ark., 2018). Bu
onkojenik siirecleri modiile eden bilesikler, klinik uygulamalar i¢in potansiyel anti-

kanser ajanlar1 olarak diisiiniilebilir (Ko ve ark., 2017).

Resveratrol ayrica hem asetile edilmis substrat hem de NAD (+) igin SIRT1'in
(SIRT1 tarafindan kodlanan bir protein olan sirtuin 1 Michaelis sabitini diisiiriir ve
p53'in SIRT1'e bagh deasetilasyonunu uyararak hiicre sag kalimini arttirir. Mayada,
Sir2'yi uyararak, DNA stabilitesini artirarak ve kullanim émriinii% 70 oraninda uzatarak
kalori kisitlamasini taklit eder ve siklooksijenazl (COX-1) veya siklooksijenaz-2
(COX-2) gibi enzimleri baskilar. Bir¢ok rapor resveratroliin farkli kanser tiirlerine karsi
cok cesitli Onleyici ve terapdtik secenekler sundugunu gostermistir. Ayrica resveratrol,
diger kemoterapotik ilaglarla kombine edildiginde antikanser terapisi i¢in potansiyel
olarak yararli olarak diisiiniilmiistiir ve insan kanserlerine kars1 kemopreventif bir ajan

olarak potansiyeline 6nemli 6l¢iide dikkat ¢cekmistir. Bu ¢izgiler boyunca resveratroliin
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kanser hiicrelerine karsi etkisi diger arastirmalarin konusu olmustur (Rauf ve ark.,
2018). Ayrica kaspaz-3 ve 9'u aktive eder, Bax / Bcl-2 oranini yukart dogru diizenler ve
Hep(G2 hiicrelerinde apoptoz yoluyla p53 ekspresyonunu indiikler. Ayrica, resveratrol
apoptozu indiikleyerek, kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek 6nemli ¢ogalmaya karsi

etkiler gostermektedir (Ou ve ark., 2014).

2.3.Apoptozis

Cok hiicreli bir organizmanin hiicreleri oldukca organize bir toplulugun tyeleridir.
Bu topluluktaki hiicre sayisi, hiicre boliinme hizi ve hiicre 6liim hizi kontrol edilerek
siki bir sekilde diizenlenir . Organizma hiicrelere artik ihtiyag duyulmuyorsa, hiicre igi
Olim programini aktif ederek intihar ederler. Bu nedenle bu isleme programli hiicre
oliimii denir. Daha yaygin olarak bu islem apoptoz olarak adlandirilir. "Apoptoz" terimi
Yunanca kokenli bir kelimedir ve sonbaharda bir agacin dalindan yapraklarin dokiilmesi

gibi “diismek/dokiilmek” anlamina gelmektedir (Alberts ve ark., 2002).

Farkli fonksiyonlarin hiicreleri, tiim organizmanin hayatta kalmasi saglamak i¢in
birlikte calisir. Bu karmasik igbirligi aginda, risk olusturabilecek islevsiz hiicrelerin
temizlenmesini saglamak gereklidir. Boylece apoptoz olarak bilinen hiicresel intihar
programini yiiriitmek i¢in gerekli olan bilgi, genetik olarak her hiicreye programlanir
(Vo ve Letai, 2010). Yetiskin saglikli dokularda hiicre 6liimii, hiicre boliinmesini tam
olarak dengeler (Alberts ve ark., 2002). Apoptozis, enfekte olan, normal konumlarindan
¢cikmis, hasar gormiis, gereksiz veya yararli dmiirlerinin sonuna ulasmis olan hiicrelerin
temizlenmesinde gerekli olan bir programli hiicre 6limii tirtidiir (Vo ve Letai, 2010).
Apoptozun diizensizligi, basta kanser olmak iizere bir¢ok patolojik durumun ana
Ozelligi olarak kabul edilmistir (Bender ve Martinou, 2013). Apoptoz, fizyolojik ve
patolojik kosullarda ortaya c¢ikan diizenli ve diizenlenmis bir hiicresel siiregtir.
Apoptozisin altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi, birgok hastaligin patogenezinde
onemli bir rol oynadigi i¢in énemlidir (Wong, 2011). Apoptozisin diizenlenememesi,
gelisimsel bozukluklar, kanser, otoimmiin hastaliklar ve ndrodejenerasyon gibi
anormalliklere yol acar (Lee ve ark., 2010). Kanser, ¢ok az apoptozun meydana geldigi

durumlardan biridir ve O&lmeyecek malign hiicrelerle sonuglanir. Apopitosis
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mekanizmas1 karmagiktir ve bir¢ok yolu igerir. Etkilenen hiicrelerin malign
transformasyonuna, tiimor metastazina ve anti-kanser ilaglara karsi dirence yol acan bu
yollar boyunca herhangi bir noktada kusurlar meydana gelebilir. Hem ¢ekirdegi hem de
sitoplazmay1 ilgilendiren apoptotik hiicre O6liimiiniin morfolojik degisiklikleri hiicre
tipleri ve tiirleri arasinda oldukca benzerdir. Hiicre 6liimiintin baglamasindan, hiicresel
pargalanmaya kadar genellikle birka¢ saat gerekir. Ancak, gecen siire hiicre tipine,

uyarana ve apoptotik yola baghidir (Wong, 2011).

Genel olarak programli hiicre 6limii sirasinda; Kaspazlarin aktivasyonu, DNA ve
protein parcalanmast ve membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan
taninmasi olmak {izere {i¢ ana tip biyokimyasal degisiklik gozlenebilir (Wong, 2011).
Apoptozun bir bagka spesifik 6zelligi, apoptozun uygulayicilar1 olarak bilinen, ¢esitli
hiicresel hedefleri pargalayan, morfolojik degisikliklere, genomik DNA'nin
par¢alanmasina ve nihayetinde apoptotik hiicrenin fagositik olarak ¢ikarilmasina neden
olan kaspaz ad1 verilen bir sistein proteaz ailesidir (Bender ve Martinou, 2013). Aktive
edilmis kaspazlar bir¢cok hayati hiicresel proteini ayirir ve niikleer iskeleti ve hiicre
iskeletini pargalar. Ayrica DNAaz enzimini aktive etmektedirler (Wong, 2011).
Kaspazlar, hem baglaticilar hem de uygulayicilar olduklari i¢in apoptoz mekanizmasinin
merkezindedir. Kaspazlarin aktive edilebilecegi {i¢ yol vardir. Yaygin olarak tarif edilen
iki baslatma yolu, apoptozun igsel (veya mitokondriyel) ve dissal (veya 6liim reseptorii)
yollaridir. Her iki yol da sonunda ortak bir yola veya apoptozun yiiriitme asamasina yol

acar. Daha az bilinen {igiincii bir baslangi¢ yolu, T-hiicre aracili yoldur (Wong, 2011).

Digsal 6liim reseptorii yolu, adindan da anlasilacagi gibi, 6liim ligandlari bir 6liim
reseptoriine baglandiginda baslar. Birkag 6liim reseptorii tanimlanmis olmasina ragmen,
en iyl bilinen 6liim reseptorleri tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95) olarak
adlandirilan ilgili bir proteindir ve bunlarin ligandlarina sirasiyla TNF-a ve Fas ligand1
(FasL) denir (Wong, 2011). Dissal yolda, FasL veya TNF-a gibi ligandlarin plazma
membran1 lizerindeki bir Olim reseptdriine baglanmasi, baslatici kaspaz 8'in
aktivasyonuna yol acar (Bender ve Martinou, 2013). Bu o6liim reseptorleri, TNF
reseptori ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili 6lim alan1 (FADD) gibi
adaptor proteinleri ve kaspaz 8 gibi sistein proteazlari igeren hiicre i¢i bir 6liim alanina

sahiptir. Oliim ligandmin 6liim reseptdriine baglanmasi, bir adaptor proteini ve tiim
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ligand-reseptor-adaptor protein  kompleksi i¢in bir baglanma yeri olusumuyla
sonuglanir, 6liim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. DISC daha sonra
pro-kaspaz 8'in birlestirilmesini ve aktivasyonunu baslatir. Enzimin aktive edilmis
formu, kaspaz 8, uygulayici kaspazlar pargalayarak apoptozu baslatan bir baslatic1 bir
kaspazdir (Wong, 2011).

Icsel veya mitokondriyel yol, hiicre icinde baslatilir. Onarilamaz genetik hasar,
hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca*? konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif stres gibi ig
uyaranlar, i¢sel mitokondriyal yolun baslatilmasinin bazi tetikleyicileridir (Wong,
2011). Igsel apoptotik yolda, sadece BH3 proteinleri adi verilen BCL-2 ailesi
proteinlerinin bir alt smifi, cesitli hiicresel stres ipuglarina yanit olarak apoptozu
tetiklemekten sorumludur (Vo ve Letai, 2010). BH3 proteinleri, bir i¢ stres
uyaricisindan sonra aktive olur ve mitokondriyal dis zar gegirgenligi adi verilen bir
islemi diizenledikleri dig mitokondriyal membrana yer degistirir. Bu islemin bir sonucu
olarak, dig mitokondriyal membranda gozenekler olusur, membran biitlinliigii kaybolur
ve zarlar arasi boslugun igerigi sitozole erisir. Sitozole hizla salinan molekiillerden biri
sitokrom c'dir. Normal olarak solunum kompleksleri III ve IV arasinda ¢oziiniir bir
elektron tasiyicisidir. Pro-apoptotik sitosolik faktor APAF1 ile birlikte, sitokrom c,
“apoptozom” olarak adlandirilan bir kaspaz aktive edici kompleks haline gelir (Bender
ve Martinou, 2013). Oliim isaretlerini dogru sekilde algilayamamak ve 6liim sinyalini
iletmemek kanser {izerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilmektedir (Vo ve Letai, 2010).
Uyaranlardan bagimsiz olarak, bu yol artmis mitokondriyal gegirgenligin ve sitokrom-C
gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasinin bir sonucudur. Bu yol,
baslangigta folikiiler Hodgkin olmayan lenfomada 18 ila 14 kromozomunun
translokasyonunun kromozomal kirilma noktasinda gézlemlenen BCL2 geninden sonra
adlandirilan Bcl-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan yakindan diizenlenir. Bcl-2
proteinlerinin; pro-apoptotik proteinler (6rn. Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk)
ve anti-apoptotik proteinler (6rn. Bcl-2, Bel-XL L Bcl-W, Bff-1 ve Mcl-1) olmak {izere
iki ana grubu vardir. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin mitokondriyal salimini
bloke ederek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu salimi tesvik ederek
hareket eder. Mitokondriyal intermembran boslugundan sitoplazmaya salinan diger
apoptotik faktorler arasinda apoptoz indiikleme faktérii (AIF), ikinci mitokondriden

tiretilmis kaspaz (Smac) aktivatorii, Dislik pI (DIABLO) ile dogrudan IAP Baglama
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proteini ve Omi / yiiksek sicaklik gereksinimli protein bulunur. Sitokrom-c'nin
sitoplazmik salimi, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak bilinen
bir kompleksin olusturulmasi yoluyla kaspaz 30 aktive eder. Diger yandan, Smac /
DIABLO veya Omi / HtrA2 apoptoz proteinlerinin (IAP) inhibit6riine baglanarak
kaspaz aktivasyonunu tesvik eder, bu da daha sonra IAP'lerin kaspaz-3 veya -9 ile

etkilesimlerinde bozulmaya yol acar (Wong, 2011).

T hiicre aracili hiicre 6limii, CD8+ yani sitotoksik T hiicrelerinin antijen tasiyan
hiicreyi oldiirmesidir. Bu sitotoksik T hiicreleri genellikle digsal yol ile hiicreyi
oldiiriirler. Ayrica T hiicresi dogrudan perforin salgilayarak hedef hiicrenin
membraninda kanallar ac¢ilmasini saglar. Perforin salgisinin ardindan proteaz olan
granzim A ve granzim B enzimlerini iceren sitoplazmik graniilleri hedef hiicrenin
icerisine girer. Boylelikle hiicrenin 6liimii gergeklesmis olur (Green, 2019; Martinez-

Lostao ve ark., 2015)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Resveratroliin Hiicrelere Uygulanmasi

Resveratrol (3,4 5, 5-Trihidroksi-trans-stiloen, 5- ((E) -2- (4-Hidroksifenil)
etenil)-1,3-benzendiol; >%99 saflik (HPLC)) (Sigma, R5010), Dimetil Siilfoksit
(DMSO) (DMSO - Sigma-Aldrich) ile ¢oziilmiistiir. Resveratrol deney sirasinda
kullanildiginda RPMI 1640 (Capricorn Scientific) ile seyreltilerek kullanilmistir. Etkin
dozu belirlemek igin farkli konsantrasyonlar (5, 10, 25, 50, ve 100 uM) hiicrelere

uygulanmustir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicre Hatt1

3.2.1 Hiicre acma protokolii

Acilacak olan viyal sayisia gore, her bir viyal i¢in 15 ml’lik falkonlara daha
once hazirlanmis olan vasat 2 ml eklenmistir. -80 °C’de olan hiicrelerin igerisinde
bulundugu viyal, 37°C’lik su banyosu igerisinde hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmiis ve
falkondaki 2 ml vasat igerisine eklenmistir. Hiicreler alt-iist edilerek karistirilmis ve 5
dk boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hiicreler santriflij edilirken 25 cm? flask
igerisine 3 ml vasat eklenmistir. Santrifiijjden alinan hiicrelerin lizerindeki siipernatant
atilmistir ve lizerine 2 ml vasat eklenilerek alt-iist edilerek hiicreler homojen olacak
sekilde karistirilarak flaska eklenmistir. Hiicreler inkiibator igerisinde 37°C, %5

karbondiosit (CO,) olan nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2 Hiicre hatt1 ve vasat hazirh@

Bu caligma i¢in HepG2 (ATCC® HB-8065™) hiicre hatt1 kullanilmistir. HepG2,
bir insan karaciger kanseri hiicre dizisidir. HepG2, iyi diferansiye hepatoseliiler

karsinomu olan 15 yasindaki bir siyahi Amerikali erkek c¢ocugunun karaciger
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dokusundan alinmistir. Hiicrelerin morfolojileri epitel benzeri olup flaska yapisik olarak

¢ogalmaktadir. Proje baslangicinda HepG?2 hiicreleri 6. pasajda bulunmaktaydilar.

Hiicreler igin, RPMI 1640 (Capricorn Scientific, RPMI-HA) biiyiime ortamina,
%1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), %1 L-glutamin (Capricorn
Scientific, GLN-B), %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum,
FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-11B) ilave edilerek hazirlanan vasat igerisinde

kiltlire edilmistir.

3.2.3 Hiicre pasajlama protokolii

Hiicreler, flask igerisinde %80 - %90 yogunluk oranina ulastiginda hiicre
pasajlama protokolii uygulanmistir. Flaskin igerisindeki hiicrelerin st vasat
toplanmistir. Flask igerisine 2.5 ml %0.25 tripsin EDTA (Capricorn Scientific, TRY-
1B) eklenerek 37°C ve %5 CO; ortaminda 10 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibatérden alinan hiicrelerin iizerine 2 ml vasat eklenerek tripsin etkisi
sonlandirilmistir. Flaskin igerisinden toplanan hiicreler, 15 ml’lik falkona alinarak 5
dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edildikten sonra lizerindeki siipernatant atilmustir.
4 ml vasat eklendikten sonra al-iist edilerek homojenize olan hiicreler, igerisinde 3’er ml
vasat olan flasklarin igerisine eklenip, 37°C’de %S5 CO; inkiibasyona birakilmistir.

Hiicreler 1:2 oraninda pasajlanmustir.

3.2.4. Hiicre dondurma protokolii

Hiicre pasajlama protokoliiniin santrifiijj sonrasi dibe c¢oken hiicrelerin
slipernatantinin atilmasi asamasma kadar ayni olan hiicre dondurma protokoliinde,
hiicreler santrifiij edilirken hiicre dondurma vasati hazirlanmigtir. Dondurma vasati 1:9
oraninda Dimetil siilfoksit (DMSO-Sigma-Aldrich) ve FBS’den (Capricorn Scientific,
FBS-HI-11B) olusmaktadir. Dondurma vasati her viyal igin; 100 ul DMSO ve 900 nl
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FBS olacak sekilde hazirlanmistir. Dondurma vasati eklenen hiicreler hemen -80 °C’ye

kaldirilarak dondurulmustur.

3.2.5. Hiicre fiksasyon protokolii

Hiicrelerin fikse edilmesi, belirlenen bir andaki durumunun yakalanmasi ve
goriintiilenmesi amaciyla yapilmigtir. Hiicre fiksasyon protokolii igin 100 ml distile su
icerisinde bir tablet phosphate-buffered saline (PBS) ¢o6zdiiriilmiistiir. Daha sonra
paraformaldehit (Sigma — STBH3693) konsantrasyonu %4 olacak sekilde hassas
terazide tartilip hazirlanan PBS igerisinde 2 saat boyunca 60°C’de ¢ozdiirtilmiistiir.
Hazirlanan %4’liik paraformaldehit soguduktan sonra pH 7.2 — 7.4 olacak sekilde pH
metrede pH Ol¢limii yapilmistir. Hazirlanan PBS ve paraformaldehit +4°C’de muhafaza

edilmistir.

Hiicreler; 48 saat, 24 gozlii ekim kablarinda inkiibe edildikten sonra, deske
cikartilarak iist vasatlari toplanmistir. Daha sonra her goz i¢in 400 pl PBS ile yikama
yapilmigtir. EKlenen PBS toplanip atildiktan sonra, 300 pl %4’lik paraformaldehit
eklenerek 30 dk boyunca oda sicakhiginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda paraformaldehit atilmistir. Fikse edilen hiicreler PBS ile tekrar yikanarak,
her goze 400 ul PBS eklenerek 24 gozIi ekim kabi, parafilmlenip +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. Hiicre Canlilig1 ve Biiyiimesi Analizi

MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Glentham
Life Sciences 4710VO0) testi, sitotoksisite analizi i¢in yapilmistir. Resveratrol (Sigma,
R5010) konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Resveratrol vasat ile seri sulandirma yapilarak bes farkli konsantrasyon (5, 10, 25, 50,

100 uM) hazirlanmistir.
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Hiicreler, 96 gozlii kaplarin igerisine her bir kuyucukta 5x10% hiicre olacak
sekilde bir giin onceden ekilmistir. 4 g6z negatif kontrol, 4 goz pozitif kontrol
ekilmistir. Negatif kontrol grubunda sadece vasat, pozitif kontrol grubunda ise sadece
hepatoseliiler karsinom hiicreleri mevcuttur. Hiicre ekimi yapildiktan sonra ilk giin 48
saat uygulanacak olan resveratrol, ikinci giin ise 24 saat uygulanacak olan resveratol

inkiibasyonlar1 yapilmustir.

MTT soliisyonu, 1:9 oraninda thiazolyl blue tetrazolium ve PBS karistirilip
hazirlanmistir. Daha sonra her bir goze 1:9 oram1 olacak sekilde vasat ile
sulandirilmistir. Hiicrelerin {ist vasatlari toplanip atilmistir. Her goze 10 pul MTT
sollisyonu, 90 pl vasat olacak sekilde toplam 100 pl eklenmistir ve 4 saat boyunca
37°C’de bekletilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, hiicrelerin iizerindeki {ist vasat toplanip atilmistir.
Formazon kristallerinin agiga ¢ikmasi amaci ile 50 ul DMSO eklenerek, absorbans
sinyali 540nm’de spektrofotometre (VersaMax, Molecular Device, Sunnyvale, USA)

ile 6l¢iilmistiir. Tiim deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

3.4. Immunohistokimya Protokolii

Paraformaldehit (%4) ile fikse edilen HepG2 hiicreleri, immunohistokimya
protokolii uygulanacag: giine kadar 24 gozlii ekim kaplar1 ile PBS igerisinde +4°C’de
saklanmistir. Uygulama giinii, hiicrelerin iizerindeki PBS toplanarak atilmistir. Hiicre
membraninda delikler agilmasi amaciyla permeabilizasyon islemi yapilmistir. Bu islem
icin %0.1 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8532) PBS ile 1:1000 ml oraninda diliie
edilerek hazirlanip hiicrelere eklenmistir ve 15 dakika boyunca buz iizerinde
inkiibasyonu yapilmistir. Permeabilizasyon islemi sonrasinda Triton X-100 atilarak PBS
ile 3’er defa 5’er dakika boyunca yikanmistir. Daha sonra %3 hidrojen peroksit (H,0,)
(Riedel-de Haen, 70570) ile 10 dakika boyunca oda sicakliginda endojen hiicre
peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in inkiibe edilmistir. Bu islem sonrasinda hiicreler
3 kez 5 dakika boyunca PBS ile yikanmuistir. Yikama isleminden sonra ortamdaki

proteinlerin bloke edilerek primer antikorun istenilen antijene baglanmasi i¢in bloke
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edici soliisyon ( Blocking Solution) (Histostain - Plus Kit HRP,859043, Thermo Fisher)
ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bloklama isleminden
sonra hiicrelere PBS ile yikama islemi yapilmayarak lamellerin etrafi immunositokimya
kalemi (Elite PAP Pen — K039) ile ¢izilmistir. Daha sonra kontrol grubuna sadece PBS
diger gruplara ise uygulanacak olan primer antikorlar PBS ile diliie edilerek primer
antikor uygulamasi yapilmistir. Primer antikorlar; kaspaz-3, Fas-L, sitokrom-c ve Ki67
toplam 100 pl olacak sekilde PBS ile diliie edilerek eklenmis ve 24 g6zlii ekim kaplari
nemli ortamda 4°C’de 1 gece inkiibasyona alinmistir. Bir gece buzdolabinda
bekletildikten sonra primer antikorlar atilmis ve 3x5 dakika boyunca PBS yikamasi
yapilmistir. Biyotinlenmis sekonder antikor (Protein Novex Life Technologies,
1666262A) eklenerek 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir ve daha sonra 3x5
dakika PBS ile yikanmustir. Yikama isleminden sonra (HRP)-Streptavidin enzim
kompleksi (Protein Novex Life Technologies, 1666262A) ile tekrar 30 dakika boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. PBS ile tekrar 3x5 dakika boyunca yikanan hiicrelere,
immunositokimyasal reaksiyonun goriliniirliigiinii saptamak icin Diaminobenzidin
(DAB) (ScyTek Laboratories ACK125) eklenerek 45 saniye bekletilmistir. Kahverengi
renk kaybolana kadar iyice distile su (dH20) ile yikanan hiicrelerin iizerine ¢ekirdegi
gormek amaciyla Mayer’s hematoksilen (Merck Millipore, 109249) ile boyama
yapilmistir. 30 saniyelik inkiibasyon sonrasinda hiicreler dH20O ile iyice yikanmuistir.
Son olarak, 24 gozlii ekim kaplari icerinde bulunan yuvarlak lameller mounting medium
(ScyTek- AMLO030) ile lam iizerinde ters kapatilarak tiim ornekler 11k mikroskobu
(Olympus BX46, Tokyo, Japonya) ile incenmistir. Fas-L, sitokrom-c, kaspaz-3 ve Ki-67
boyanmalari, yar1 kantitatif Histolojik-Skor (H-SKOR) kullanilarak derecelendirilmistir.
H-SKOR=)1n (i+1) denklemine goére hesaplama yapilmistir. Denklemdeki 1,
boyanmanin yogunlugunu gostermektedir. i: 1, 2 ve 3 (swrasiyla, zayif, orta ve giiglii)
degerlerini alabilmektedir. i ise, %0 ile %100 arasinda degisen yogunlukta boyanmis

hiicrelerin yiizdesini gostermektedir.
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3.5. Arastirma Tiirii ve Arastirma Yeri

Bu tez ¢alismasi deneysel arastirma tiirii kullanilarak yapilmistir. Calismanin
laboratuvar uygulamalar1 Yakin Dogu Universitesi- Deneysel Saglk Bilimleri

Aragtirma Merkezi (DESAM) Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama + Standart Sapma (Standard Deviation, SD) olarak ifade

edilmistir. Aragtirmada verilerin istatistiksel analizi i¢cin GraphPad Prism 7 yazilimi

kullanilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihigi ve Sitotoksisitesi

Bes farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol, HepG2
hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Hiicre canlili§i, MTT testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Diger dozlara kiyasla 48 saat boyunca uygulanan 100
UM dozunun %350 oraninda proliferasyonu azalttigir ve hiicreler {lizerinde daha etkili

oldugu saptanmustir.

MTT
150 -
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§ Bl 48 saat
@ 100 - 1 I
= T
© -

o
@ 50- =
o
H=1
T

Konsantrasyon

Sekil 4. Resveratroliin hiicre canliligi-konsantrasyon siitunlari. Hiicre canliligi, MTT
testi ile Olgiilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkh
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol uygulanmustir.

24



4.2. Hiicre Morfolojisi

Primer karaciger kanseri olan HepG2 hiicreleri epitelyal morfolojiye sahiptir. Tek

tabakal1 yapigma 6zelliklerine sahip ortamda kiiltiire edilir. Resveratrol ile inkiibe edilen

hiicrelerin morfolojik yapilar1 ovallesme ve kenarlarinda tirtiklanmalar gézlemlenmistir.

(Sekil 5).

Sekil 5. inverted mikroskopta goriintiilenen HepG2 hiicrelerin farkli biiyiikliiklerde
morfolojik goriintiileri (A-B) ve resveratrol uygulandiktan sonra HepG2 hiicreleri (C-
D). Olgek: A-C 200 um ve B-D 100 um
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4.3. immunohistokimyasal Degerlendirme

Resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde Fas-L immiinoboyamasinin yogunlugu
giiclii-orta derece olarak gosterilmistir. Konrol grubunun immunoboyanmasi orta derece
bulunmustur (Sekil 5 B, Sekil 5 A, Tablo 4). Fas-L’nin H-SKOR degerleri; 282.9+47.4
ve 238.6+22.08 olarak belirlenmistir (sirasiyla, resveratrol uygulanan HepG2 hiicreler
ve HepG2 kontrol). Resveratrol uygulanan HepG?2 hiicrelerinde Fas-L’nin H-SKOR’u,
kontrol grubuna gore yiikksek ama aralarinda anlaml fark tespit edilmemistir (p>0.05,

Tablo 3).

Resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde sitokrom-c immiinoboyamasi yogunlugu
gliclii olarak bulunmustur. Kontrol grubundaki immunobayama ise orta-zayif olarak
goriilmiistir (Sekil 5 D, Sekil 5 C, Tablo 4). Sitokrom-c i¢in H-SKOR degerleri;
310.34£31.67 ve 244.5+20.64 olarak belirlenmistir (sirasiyla, resveratrol uygulanan
HepG2 hiicreler ve HepG2 kontrol). Resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde
sitokrom-c’nin H-SKOR’u kontol grubuna gore karsilastirildiginda anlamli olarak daha
fazla bulunmustur (p<0.05, Tablo 3).

Resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3 immiinoboyamasi zayif olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda ise boyanma goriilmemistir (Sekil 5 F, Sekil 5 E, Tablo
4). Kaspaz-3 i¢in H-SKOR degerleri; 120.5+5.4 ve 106.6+8.36 olarak bulunmustur
(sirasiyla resveratrol uygulanan HepG2 hiicreler ve HepG2 kontrol). Resveratrol
uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3 H-SKOR’u kontrol grubundan daha fazla

bulunmus fakat aralarinda anlamli fark tespit edilememistir (p>0.05 Tablo 3).

Resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde Ki-67 immiinoboyamasi zayif olarak
bulunmustur. Kontrol grubunun immunoboyamasi ise giiglii olarak belirlenmistir (Sekil
5 H, Sekil 5 G, Tablo 4). Ki-67’nin H-SKOR degerleri; 120.4+17.44 ve 319.5+27.18
olarak belirlenmistir (sirasiyla resveratrol uygulanan HepG2 hiicreler ve HepG2
kontrol). Resveratrol uygulanan HepG?2 hiicrelerinde Ki-67 H-SKOR’u kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.05, Tablo 3).
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Tablo 3. 100 uM resveratrol ile 48 saat inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerinde Fas-L,
sitokrom-c, kaspaz-3 ve Ki-67 H-SKOR degerleri

Fas-L Sitokrom-c Kaspaz-3 Ki-67
HepG2
Resveratrol 282.9+47.4 310.3+£31.67* 120.5£5.4 120.4+17.44
HepG2
Kontrol 238.6+22.08 244.54+20.64 106.6+8.36 319.5+27.18*
* p<0.05

Tablo 4. 100 uM resveratrol (48 saat) uygulanan HepG?2 hiicrelerinde Fas-L, sitokrom-

¢, kaspaz-3 ve Ki-67 immiinoboyamalar1. (+): zayif, (++): orta, (+++): gliglii

Fas-L Sitokrom-c Kaspaz-3 Ki-67
HepG2
Resveratrol +++/++ +++ +/- +/-
HepG2
Kontrol ++ ++/+ - +++
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Sekil 6. Standart kiiltiir sartlarinda ve 100 uM resveratrol ile 48 saat kiiltiire edilen
HepG?2 hiicrelerinde Kaspaz-3, Fas-L, Ki-67 ve sitokrom-c immunoreaktiviteleri (A-H,
Olgek: 40pm).
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5. TARTISMA

Resveratroliin, miyeloid, lenfoid, meme, deri, serviks, yumurtalik, mide, prostat,
kolon, karaciger, pankreas ve tiroid karsinom hiicreleri olmak tizere ¢ok cesitli insan
timor hiicrelerine karsi anti-proliferatif ve apoptotik etkilere sahip oldugu bir¢ok
calisma tarafindan gosterilmistir (Ko ve ark., 2017; Cione ve ark., 2020; Galinak ve
ark., 2019). Dogal olarak olusan bir fitokimyasal olan resveratroliin, giiglii antioksidan
ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olup kullanilmasi, HCC'yi 6nlemek ve kontrol

etmek i¢in yeni bir yaklagimi ortaya ¢ikarmistir (Bishayee ve ark., 2010).

Yaptigimiz calisma kapsaminda, MTT sonuglarina bakilarak HepG2 hiicrelerinde
yiiksek doz resveratroliin daha fazla etkili oldugu goriilmiistir. Konsantrasyonlar ve
inkiibasyon siireleri arasinda kiyaslama yapildiginda 48 saatteki 100 uM resveratrol
dozunda, hiicre canliligi diger dozlara gore %50 oraninda azalmasindan dolay1
immunohistokimyasal analizler 100 uM resveratrol ve 48 saat sonucunda
degerlendirilmistir. Bu tercih yapilirken 100 uM konsantrasyonundan az olan dozlarin
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyemeycegi goz oniinde bulundurulmustur. HepG2
hiicrelerinde resveratroliin sitotoksisite, hiicre proliferasyon aktivitesi ve apoptoz
tizerindeki etkilerinin konsantrasyona ve zamana bagli incelendigi bir baska ¢alismada
ise, sitotoksisite 48 saatten uzun inkiibasyonda, 50 uM ve 100 puM resveratrol
konsantrasyonlarinda  goriilmiistiir. Hiicre dongiisii  analizi, diisiik resveratrol
konsantrasyonlarinda (1050 uM) S-fazi  hiicrelerinde artis ve  yliksek
konsantrasyonlarda (100—200 pM) azalma gostermistir. (Kocsis ve ark., 2005).

Apoptoz, diger bir adiyla programlanmis hiicre Oliimii; hasarli veya anormal
hiicreleri ortadan kaldirmak ic¢in genetik olarak diizenlenmis bir fizyolojik
mekanizmadir. Apoptoz, mitokondri-apoptozom aracili igsel (intrinsik) yol, o6liim
reseptoriiniin indiikledigi digsal yol ve T-hiicre aracili yol olmak iizere {i¢ ana yol ile
aktive edilebilir (Ko ve ark., 2017; Green, 2019).

Digsal 6liim reseptorii yolu, adindan da anlagilacagi gibi, 6liim ligandlar1 bir 6lim
reseptoriine baglandiginda baslar. Birkag 6liim reseptorii tanimlanmis olmasina ragmen,
en iyi bilinen 6lim reseptorleri tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95) olarak
adlandirilan ilgili bir proteindir ve bunlarin ligandlarina sirasiyla TNF-a ve Fas ligandi

(FasL) denir (Wong, 2011). Dissal yolda, FasL veya TNF-a gibi ligandlarin plazma
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membran1 lizerindeki bir Olim reseptoriine baglanmasi, baglatici kaspaz 8'in

aktivasyonuna yol agar (Bender ve Martinou, 2013).

Yapilan bir ¢cok caligmaya gore, resveratrol kanser hiicreleri {izerinde Fas ve Fas-L
seviyelerinde saglamis oldugu degisiklikler ile sinyal iletim yollarinda hiicre 6liimiinii
destekleyen modiilasyonlar yapmaktadir (Ko ve ark., 2017; Delmas ve ark., 2003).
Omegin, HL-60 hiicreleri {iizerinde yapilan bir calismada resveratroliin Fas-L
ekspresyonunu artirdigi ve Fas sinyaline bagh olan digsal yol ile apoptozu indiikledigini
saptanmistir (Ko ve ark., 2017). Buna ek olarak, paklitaksel ve resveratrol
kombinasyonu ile HepG?2 hiicrelerinde hiicre 6liimiini tetiklemeyi amaglayan bir bagka
calisma, yalmz paklitaksel tedavisi ile artmis olan Fas ve Fas-L mRNA ve protein
ekspresyonlarinin, ortama resveratrol eklenmesi sonucunda dikkate deger sekilde daha
da arttigimi belirtmistir (Jiang ve ark., 2017). Buna ragmen kolon karsinom hiicrelerinde
resveratroliin etkilerini arastiran bir baska ¢alismada ise Fas-L ve Fas arasindaki hi¢bir
etkilesimin resveratrol kaynakli hiicre Olimiine dahil olmadigi bildirilmistir. Sadece
Fas'in kolon karsinom hiicrelerinde translokasyon ve membran gegisine kapatilmasi
yoluyla resveratrol kaynakli hiicre 6liimiine katkida bulundugu bildirilmistir. (Delmas
ve ark., 2003). Yapilan bu galismada, resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde
FasL’nin immunoreaktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda ytliksek ama anlamli
bulunmamaistir (p>0.05). Bu sonuglara gore resveratroliin HepG2 hiicrelerinde digsal yol
ile apoptozu yeterince indiikleyemedigi sonucuna varilmistir. Bu sebeple, bu caligma
daha once elde edilen sonuglarla uyusmazlik gostermekte ve gelecek g¢alismalar bu

alandaki boslugu anlamlandirmak i¢in 6nemli yer tutmaktadir.

Mitokondriyal yol, hiicre i¢inde baslatilir. Bu yol artmig mitokondriyal gegirgenligin
ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasinin bir sonucudur.
Sitokrom-c'nin  sitoplazmik salimi, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusan
apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusturulmasi yoluyla kaspaz 3'i aktive eder.

Bu da apoptozun mitokondriyal yol ile indiiklenmesini saglamaktadir (Wong, 2011).

Ma ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada 100- 200 uM resveratroliin 24
saatte HepG?2 hiicrelerinde sitokrom-c salinimi sonucunda mitokondriyal hiicre 6limiinii
indiikledigi sonucuna varilmistir (Ma ve ark., 2007). Benzer olarak, Tinhofer ve

arkadaslar1 akut lenfoblastik 16semi hiicrelerin (T-ALL hiicre kiiltiiriinde) de resveratrol
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tedavisi sonucunda mitokondriyal yol ile apoptozis gerceklestigi sonucuna varmistir
(Tinhofer ve ark., 2001).

Fakat, MCF-7 hiicrelerinin resveratrol ile 100 ve 150 uM konsantrayonlarda 36 saat
tedavi edilidigi bir baska ¢alisma da ise, sitokrom-c salininminda bir degisiklik olmadig:
belirtilmistir (Benitez ve ark., 2007). Bu anlamda, resveratroliin mitokondriyal yol ile
apoptozu saglayabildigi fakat farkli hiicrelerde ve farkli dozlara bagl olarak sonuglarin

degisiklik gosterdigi ongoriilebilmektedir (de Oliveira ve ark., 2016).

Bu c¢alismada, resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde sitokrom-c’nin
immunoreaktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede artig
gosterdigi saptanmustir (p<0,05). Bu sonuca gore HepG2 hiicrelerinde sitokrom-c artisi
ile bagdastirabilecegimiz intrinsik yolagi indiiklemistir. Bu sonug¢ resveratroliin
mitokondriyal aktivite ile apoptozu indiikklemek i¢in bir araci olabilecegini gosterebilir.
Bu sonug, bu alanda yapilan bazi ¢aligmalari destekler niteliktedir. Resveratroliin
sitokrom-c ve mitokondriyal yol ile indiiklenen apoptoz {izerindeki etkilerinin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in gelecek ¢alismalar 6nemli yer tutmaktadir.

Apoptozun ilerlemesi, belirli kosullar altinda bir dizi sinyal kaskadiyla diizenli bir
sekilde gergeklesir. Kaspaz-kaskad sistemi, hiicre i¢i apoptotik sinyallerin
indiiksiyonunda, transdiiksiyonunda ve amplifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
Apoptoz ile yakindan iligkili kaspazlar, aspartata 6zgii sistein proteazlar1 ve interlokin-1
beta doniistliricti enzim ailesinin {iyeleridir (Fan ve ark., 2005). Kaspazlar, apoptozu
dissal yol veya mitokondriyal yol ile tetikleyerek aktive edilebilmektedir (Fulda ve ark.,
2006).

Yapilan bir ¢alismada ise resveratroliin HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9’u
aktive ederek hiicre igerisinde apoptozda dnemli rolii olan Bax/Bcl-2 oranini artirdig ve
apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Ayrica ayni g¢alismada p53 ekspresyonunun da
apoptoz indiiklenmesinden dolay1 arttigir saptanmistir (Ou ve ark., 2014). Bir baska
calismada ise, SW480 kolon karsinom hiicreleri resveratrol varliginda kiiltiirlendiginde,
doza ve zamana bagl bir sekilde kaspaz aracili apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.
Ayrica ayni ¢aligmada resveratroliin mitokondriden sitokrom-c salimini da indiikledigi
sonucuna vartlmistir. SW620, HT29 ve HCT116 olmak {izere diger {i¢ kolon karsinom

hiicresinde de benzer gozlemler yapilmistir (Delmas ve ark., 2003).
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Bu c¢alismada, resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3’iin
immunoreaktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek ama anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Sonug¢ olarak resveratroliin HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3
immunoreaktivitesi {izerine etkisi oldugu ancak yeterli olmadig1 saptanmistir.
Hiicrelerin resveratrol ile inkiibasyon siiresi artirilirsa daha etkili olabilecegi sonucuna

varilmstir.

Ki-67, aktif olarak boliinen hiicrelerde yalmizca hiicrenin DNA'simnin ¢ogunun
bulundugu ¢ekirdekte yer alan bir proteindir. Arastirmacilar, kanser hastalarindan alinan
doku orneklerinde hangi hiicrelerin aktif olarak boliindiigiinii belirlemek i¢in siklikla
Ki-67'yi bir belirteg olarak kullanirlar ve 6nceki ¢alismalarda, hiicrelerin boliinmesi i¢in
Ki-67'nin gerekli oldugunu gosterilmistir (Sobecki ve ark., 2016). Ki-67"nin, GO fazi
hari¢, hiicre dongiisiiniin tiim fazlar1 iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu iyi
bilinmektedir ve genellikle hiicresel proliferasyonun bir isareti olarak kabul
edilmektedir. Cesitli arastirmalar, hepatositlerdeki biiylime fraksiyonundaki artisin,
hepatokarsinom iizerinde Onemli bir etki yapabilecegini ve Ki-67 pozitif hiicresel
indeksinin, HCC'de en yiiksek, ancak normal karaciger dokusunda en diisiik oldugunu

gostermistir (Li ve ark., 2018).

Aziz ve arkadaglari, resveratrol tedavisinin, doza bagli bir sekilde HCC hiicre
dizilerinde hiicre ¢ogalmasini 6nemli dlglide engelledigini sonucuna varmistir (Aziz ve
ark., 2004). Resveratroliin insan hepatom hiicre hatt1 olan Huh-7 hiicreleri tizerindeki
anti-proliferatif 6zelliklerinin ve molekiiler etki mekanizmalarinin incelendigi bir baska
calismada da resveratroliin Huh-7 hiicre proliferasyonunu 6nemli 6lgiide inhibe ettigi,
etkili bir sekilde hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptozu indiikledigi saptanmistir
(Liao ve ark., 2010).

Kuo ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, resveratroliin iki insan
karaciger kanseri hiicrelerinde, HepG2 ve Hep3B, anti-proliferatif etkileri incelenmis ve
resveratroliin HepG2 hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe ettigini gdstermistir. Ayrica,
resveratrol ile indiiklenen apoptoza, HepG2 hiicrelerinde p53'e bagl yol aracilik ettigi
bulunmustur. Sonug¢ olarak bu g¢alisma da, resveratroliin hiicre biiyiimesini etkili bir
sekilde inhibe ettigini ve hepatoma hiicrelerinde molekiiler bazda programlanmis hiicre

Oliimiinii indiikledigi sonucuna varilmistir (Kuo ve ark., 2002).
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Ayr bir ¢alismada, resveratroliin H 22 hepatom hiicrelerinin biiylimesini doza ve
zamana bagl bir sekilde inhibe ettigi MTT yontemi ile bulunmustur. Resveratroliin, H
22 hiicrelerinin in vitro biiylimesini baskilayabildigi, anti-tiimor aktivitesi apoptozun

indiiksiyonu ile ortaya ¢ikabildigi tespit edilmistir (Sun ve ark., 2002).

Bu calismada, resveratrol uygulanan HepG2 hiicrelerinde  Ki-67’nin
immunoreaktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede azalma
gosterdigi  saptanmistir  (p<0,05). Bu sonuca gore resveratroliin hiicrelerin
proliferasyonunu durdurdugu 6ngoriilmiistiir. Bu alanda yapilan bir¢cok calisma bu

calismanin sonucu desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Karaciger kanseri, diger kanser tiirlerine gére minimum sagkalimi ve mortalitesi
yiikksek olan bir kanser tliriidiir. Son zamanlarda yapilan caligmalar dogrultusunda
bircok fitokimyasalin kanser hiicrelerinin aktivitesini baskilayarak koruyucu etki
gosterdigi ileri siiriilmiistiir. Kemoterapiye destek olarak, daha az hasar verici bitkisel
ilaclar ile tedaviye yaklagim fikri son donemlerde One ¢ikmaktadir. Yapilan bu tez
caligmasinda resveratroliin HepG2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif ve pro-apoptotik
etkileri in vitro olarak belirlemek icin MTT testi ve immunohistokimya boyamasi
kullanilmigtir. Resveratroliin, HepG2 hiicrelerinde 100 uM konsantrasyonunda
apoptozu indiikledigi goriilmistiir. Sonug olarak resveratroliin HepG2 hiicrelerinde
apoptoza neden oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma resveratroliin anti-kanser etkilerine ve
hepatoseliiler karsinom karaciger kanseri tedavisine destek olarak kullanilma olasiligina
sahip olabilecegini gostermektedir. Farkli hiicrelerde, resveratroliin farkli etkileri
olabilir. Resveratrol, hiicre canlilig1 ve dolayisiyla hiicre morfolojisinde degisikliklere
neden olabilir. Yapilan bu tez calismasi, resveratroliin apoptotik etkileri farkli kanser

hiicre hatlar1 ve in vivo ¢alismalarla desteklenmelidir.

Yapilan tez calismasinin sonuglart dogrultusunda belirlenen Oneriler asagida

verilmistir:

- Resveratroliiiin hepatoseliiler karsinom karaciger kanseri lizerindeki etkilerini in vivo

ortamda arastirmak

- Resveratroliin hepatoseliiler karsinom karaciger kanseri hiicrelerindeki etkilerini klinik

uygulamalar kapsaminda aragtirmak

- Resveratroliin apoptotik etkilerinin farkli hiicre hatlar1 ve farkli yollar lizerindeki

etkilerini aragtirmak

- MTT ve immunohistokimya testleri i¢in resveratroliin farkli inkiibasyon siirelerinde

uygulamak
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