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Amag: 5-Florourasil (5-FU), gogiis, mide, 6zofagus ve pankreas
kanseri dahil olmak tizere gesitli kanser tiirlerinde kullanilan bir
kemoterapi ilacidir. Resveratrol (RES), flavon olmayan
polifenolik  bir bilesiktir ve ¢esitli kanser tiirlerinde
kemoterapotik etkisi bulunmaktadir. 5-FU ve RES'in etkilerinin
tek basina kapsamli bir sekilde aragtirilmasina ragmen, RES ile
kombine edilen 5-FU'nun A549 hiicre hatt: iizerine etkisi hala
bilinmemektedir. Bu c¢alismada, A549 akciger kanseri hiicre
hattinda 5-FU ve RES kombinasyonunun apopitotik yolak
iizerindeki etkisi aragtirtlmigtir.

Gere¢ ve Yontemler: 5-FU ve RES kombinasyonunun A549
akciger kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini belirlemek igin,
Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) deneyi ile hiicre
canliligi, 2’°,7°—dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) Kiti ile
ROS seviyesi, klonojenik deney ile hiicrelerin koloni olusturma
kabiliyeti, Western blot ile pro-apoptotik Bax ve TP53 kaynakli
glikoliz ve apopitozis diizenleyicisi (TIGAR) proteinlerin
ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir.

Bulgular: 5-FU ve RES kombinasyonu, A549 hiicre hattinin
hiicre canliligmm1 ve koloni olusturma potansiyelini &nemli
Ol¢lide azaltmustir. Dahasi, Western Blot analizi, 5-FU ve RES
kombinasyonunun pro-apopitotik Bax proteininin artmasina
neden oldugunu, TIGAR protein ekspresyon seviyesinin ise
konsantrasyona bagli bir sekilde azaldigini gostermistir.

Sonug¢: Sonuglarimiz, Resveratroliin A549 hiicre dizisinde 5-
FU'nun anti-timor etkisini artirabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 5-Florourasil, resveratrol, A549, TIGAR

ABSTRACT

Objective: 5-Fluorouracil (5-FU) is a chemotherapy drug used
in various cancers including breast, stomach, esophageal and
pancreatic cancer. Resveratrol (RES) is a well known non-
flavon polyphenolic compound that has chemotherapeutic effect
in various types of cancer. Despite the fact that effects of 5-FU
and RES alone have been extensively studied in the past few
years, the effect of 5-FU combined with RES in the A549 cell
line remains unknown. In this study, we investigated the effect
of combination of RES and 5-FU on apoptotic pathway in A549
lung cancer cell line.

Material and Methods: The effect of of 5-FU and RES
combination on A549 lung cancer cells was examined by cell
viability using Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) assays, by
ROS level using 2’,7’—dichlorofluorescin diacetate (DCFDA)
assay and by the ability of cells to form colonies by clonogenic
assay, pro-apoptotic Bax and TIGAR protein expression using
Western Blotting analysis.

Results: Combination of 5-FU and RES significantly decreased
cell viability and clonogenic potential of A549 cell line.
Furthermore, Western Blotting analysis showed that 5-FU and
RES combination caused pro-apoptotic Bax protein to increase,
while TIGAR protein expression level decreased in
concentration-dependent manner.

Conclusion: Our results suggested that resveratrol can increase
the anti-tumor effect of 5-FU in A549 cell line.
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GIRIS
Kanser tedavisinde, tek ajan kullaniminda olusan
yanitlar nispeten kisa siireli olup normal dokularda
toksik etkiye neden olmaktadir. Bununla birlikte,
basarili kanser kemoterapisinin Oniindeki en biiyiik
engellerden biri tek ajan tedavisi olarak goriilmektedir.
Cesitli kemoterapi ilaglariyla yapilan kombine ya da
¢oklu bilesen tedavileri, sadece ilaclarin etkilerini
arttirmak i¢in degil, ayn1 zamanda bu ilaglarin neden
oldugu toksisiteyi azaltmak i¢in de kullanilmaktadir (1-
3). Anti-metabolik ilaglar smifina dahil olan 5-
Florourasil (5-FU), DNA ve RNA makro molekiillerini
inhibe ederek etkisini gostermektedir. Anti-kanser ve
anti-metabolik etkinligi yiikksek kemoterapotik bir ajan
olan 5-FU bas, deri, meme, bagirsak ve boyun
kanserleri gibi bir dizi kanser tirii tzerinde
kullanilmaktadir (4). Akciger kanseri vakalarinin %80-
85’ini olusturan adenokarsinomik insan alveolar bazal
epiteliyal hiicre hattt A549, ¢esitli biyoaktif bilesiklerin
potansiyel etkilerini incelemek igin Onemli bir
modeldir.  Kiigiik  hiicreli-dis1  akciger  kanseri
(KHDAK) hastalarinda, 5-FU’ya kars1 yanitin %14-18
arasinda oldugu, bir diger kemoterapi ajani sisplatin ile
kombine edildiginde ise bu yanitin %33-58 oldugu
bildirilmistir (5). Resveratrol (3,5,4-trihidroksi-stilben)
tiziim, fistk ve bazi dut tiirleri gibi yiyeceklerde
bulunan non-flavon polifenolik bir antioksidandir.
Yapilan in vitro ve in vivo bir¢ok ¢alisma
resveratroliin, kemopreventif ve kemoteropatik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir (6-8). Tip |
programlanmis hiicre 6liimii olan apopitozisin, hiicresel
yapilarin ve organellerin hizli bir bigimde yikilmasina
neden olan katabolik enzimleri aktive ettigi
bildirilmistir (9,10). Apopitozisi hedef alan ajanlar,
kanser hiicresi sagkalim mekanizmalarin1 tamamen
ortadan kaldiramadigindan dolayr amacini yerine
getirememektedir. TP53 kaynakli glikoliz ve apopitozis
diizenleyicisi olan TIGAR’in (C12orf5 geni), pentoz
fosfat yolu ile glikolizin bloke edilmesi ve hiicresel

metabolizmanin siirdliriilmesinde gorev aldig1 rapor

edilmistir (11). TIGAR’in glikolizin inhibisyonuna
neden olan hiicresel fruktoz-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P2)
diizeyini azalttigi, pentoz fosfat yolagi vasitasiyla
NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat)
diizeyini ise arttirarak ROS seviyesini kontrol ettigi ve
oksidatif fosforilasyon kaynakli apopitozisi engelledigi
bildirilmigtir (12,13). Won ve arkadaglari, TIGAR
ekspresyonunun, invazif kanser hiicrelerinde 6nemli
Olgtide arttigini  bildirmiglerdir (14). Bu noktadaki
temel sorulardan biri “Kanser hiicrelerinin sagkalimi
bu denli glikolize bagli iken neden daha fazla TIGAR’a
ihtiyag  duyulmaktadir?” olmalidir. Bensaad ve
arkadaslari, TIGAR’in ROS ile indiiklenen apopitotik
hiicre Oliimiine karst hiicreyi korudugunu rapor
etmislerdir (13). Bu durum kanser hiicrelerinin neden
yiiksek diizeyde TIGAR’a ihtiyag duyduklarini bize
aciklamaktadir. TIGAR, NADPH iiretiminin artis1 ile
hiicre i¢i ROS seviyesini azaltma fonksiyonuna sahiptir
(13,15). Hem pro-apopitotik hem de anti-apopitotik
tiyeleri bulunan Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2)
protein ailesi programli hiicre 6liimii olan apopitozisin
o6nemli diizenleyicileridir. Pro- apopitotik bir protein
olan (Bcl-2 associated x) Bax, hiicre i¢i 6liim sinyalinin
artig1 ile beraber sitoplazmadan mitokondri mebranina
translokalize olarak mitokondriyal yolagin
aktivasyonuna neden olmaktadir (16). Bu ¢alismada,
A549 hiicre hattinda 5-FU ve RES kombinasyonunun
TIGAR ve Bax proteinlerinin ekspresyonuna olan
etkisi aragtirtlmistir. Elde edilen sonuglar resveratroliin
5-FUnun A549 hiicreleri T{izerindeki anti-timor
etkilerini apopitozu indiikleyerek kuvvetlendirdigini

gostermektedir.

MATERYAL VE METOD

Hiicre Kiiltiirii

Bu c¢alismada, ATCC'den (American type cell
culturing) temin edilen akciger kanseri hiicreleri olan
A549 hiicre hattt kullanilmigtir. Hiicrelerin ¢ogalmasi,

%10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64
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pg/ml  penisilin - ve 100 pg/ml streptomisin ile
desteklenen RPMI-1640 besiyerinde %5’lik CO; igeren
37°C’lik nemli hiicre kiiltiir inkiibatériinde (ESCO,

CCL-170B-8,  2015-104540)  inkiibe  edilerek
saglanmustir.
Hiicre Canlilik Testi

Hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta
1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ilgili kiiltiir
plakalari  ekimin ardindan  hiicrelerin  yiizeye
adezyonunu saglamasi i¢in nemli CO; inkiibatoriinde
24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler, 24 saat siire ile 25
uM (RES25), 50 uM resveratrol (RES50) ve 5 uM 5-
FU ile ayrn ayr1 ve kombinasyon ((RES25/5-FU) ve
(RES50/5-FU)) halinde tedavi edilmistir. Tedavi
sonrasinda, besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve {iretici
firmanin gelistirdigi protokol uyarinca, her kuyucuga
10 pl WST-1 (Boster Biological Technology Co., Ltd.)
soliisyonu ve RPMI-1640 besiyeri ile 100 pl
tamamlanarak kuyucuklara aktarilmistir. Plakalar 1sik
almayacak sekilde muhafaza edilerek 120 dk siire ile
37°C’lik CO; (%5) inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ELISA okuyucu ile 490 nm’de
absorbanslar1 kaydedilmistir (referans dalga boyu: 630
nm).

Koloni Formasyonu Deneyi

Koloni formasyon deneyi icin izlenen protokol; 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler ilgili
tedavilerin ardindan 12 giin boyunca %5 CO: igeren
nemli 37°C’de inkiibe edilmistir. Her 3 giinde bir
besiyeri  degistirilmis  ve  mikroskop  altinda
incelenmistir. Her bir koloninin minimum 50 hiicreye
ulasmasi1 ve birbirlerine yakin temasta bulunmamalari
g6z Oniinde bulundurularak deney 12. giinlinde
durdurulmugtur. Hiicrelerin  bulundugu ortamdaki
besiyeri aspirator ile ortamdan uzaklagtirlmistir. Daha
sonra hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve bu iglem 3 kez
tekrar edilmigtir. Akabinde fiksasyon i¢in metanol-
asetik asit soliisyonu ile 5 dk muamele edilen hiicreler,

%0.5 kristal violet ile 15 dk boyunca oda sicakliginda

inkiibe edilmistir. Yapilan bu islemden sonra
kuyucuklar su ile dikkatli bir sekilde yikanip koloniler
mikroskop altinda sayima alinmistir. Minimum elli

hiicreden olusan gruplar koloni olarak kabul edilmistir.
Hiicre I¢i ROS Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki ROS diizeylerini belirlemek amaciyla
2’ 7’—dichlorofluorescin  diacetate (DCFDA) Kiti
(ABCAM, DCFDA Cellular ROS DetectionAssay Kit,
ab113851)  kullanmilmugtir. Tedarik¢i  firmanin
gelistirmis  oldugu  protokol takip  edilmistir.
Resveratrol ve 5-FU tedavilerinin ardindan hiicrelerin
bulundugu ortama 25 puM DCFDA soliisyonundan
eklenmis ve 45 dk boyunca 37°C CO; inkiibatoriinde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde besi yeri
kuyucuklardan uzaklagtirilmig ve her bir kuyucuga 1X
yikama soliisyonundan eklenmistir. Ardindan ELISA
okuyucu ile absorbansi Ex 485 nm/Em 535 nm de

okutulmustur.
Western Blot

Hiicrelerdeki proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin
gosterilebilmesi igin total protein igerikleri 6ziitlenerek,
hedef proteinlerin ifade diizeyleri western blot ile
belirlenmigtir. Kaztyic1 yardimi ile toplanan hiicreler,
RIPA parcalama tamponu ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyonun ardindan hiicreler buz iizerinde
60dk siire ile inkiibe edilmistir. Ardindan OGrnekler
14000 rpm’de 4°C’de 10dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant kisim yeni
mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir. Total protein
igerikleri Bradford metodu ile belirlenen 6rnekler
Laemmli Sample Buffer ile karigtirildiktan sonra 5 dk
siire ile 96°C’de bekletilmistir. Ornekler, denatiire
sartlar altinda SDS-PAGE (%12) (Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi) jeli kullanilarak
ayrilmigtir.  Ardindan, jelde ayrilan proteinlerin
Polyvinylidenedifluoride (PVDF) membrana transferi
saglanmigtir. Transfer sonrasinda 1X TBS-T (Tris-
Buffered Saline and Tween 20) soliisyonunda

¢ozlinmiis %5°lik BSA (Bovine Serum Albumin) ile
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60dk siire ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Membran ilgili primer antikor ile gece boyunca
+4°C’de calkalayici tizerinde inkiibasyona
birakilmistir.  TIGAR, B-actin ve Anti-mouse
antikorlar1 Santa Cruz Biotechnology (SantaCruz, CA)
firmasindan Bax ve Anti-rabbit antikorlar1 (Abcam,
UK) firmasindan temin edilmistir. Ertesi giin, membran
1X TBS-T ile 5dk/5 kez yikandiktan sonra sekonder
antikor ile 60 dk siire ile oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Membran 1X TBS-T ile 5dk/5 kez
yikandiktan sonra kemiluminesans yontemi ile
goriintliler elde edilmistir. Bant yogunluklari Image-j
programi kullanilarak dansitometrik olarak
degerlendirilmigtir (Image J; National Institute of
Health, Bethesda, MD). Her banttaki yogunluk degeri,

karsilik gelen B-actin bandinin yogunluguna gore

normalize edilmistir.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz “One-way ANOVA” metodunda
¢oklu karsilastirma Post-Hoc Testlerine gore Graph
Pad Prism 5.01 programi ile analiz edilmistir.

Analizlerde p <0.05 6nemli olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Resveratrol ve 5-FU’nun hiicre canliligi ve koloni

formasyonuna olan etkisi

Resveratrol ve 5-FU'nun antiproliferatif aktivite
gosterip gostermedigini incelemek i¢in bu ¢aligmada
resveratrol ve 5-FUnun A549 hiicrelerinin biiyiimesi
iizerindeki etkilerini incelemistir. Hiicre canliligina
olan etkileri iretici firmanin gelistirdigi protokol

uyarmca WST-1 testi ile belirlenmistir. A549 hiicreleri,

25 ve 50 uM dozlarinda resveratrol ve 5 uM 5-FU ile
ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar: halinde 24 saat siire ile
tedavi edilmistir. Sekil 1A'da gosterildigi gibi, 25 pM
resveratrol tedavisinin istatistiksel olarak anlamli bir
etkisinin olmadigi, 6te yandan 50 uM resveratrol ve 5
uM 5-FU’nun bireysel inhibisyon etkisinin sirasi ile
%16.77 ve %21.38 oraninda oldugu belirlenmistir.
Kombinasyon gruplarinda ise; 25 uM resveratrol/5 pM
5-FU ve 50 puM resveratrol/5 pM 5-FU sirast ile
%30.79 ve %38.02 oraninda istatistiksel olarak anlamli
bir bigimde arttigi belirlenmistir  (Sekil 1A).
Resveratrol ve 5-FU’nun A549 hiicre hattinda koloni
olusturma kabiliyeti {izerine etkisi olup olmadigini
incelemek i¢in; Koloni formasyon deneyi yapilmistir.
Elde edilen sonuglar, resveratrol (25 uM ve 50 uM) ve
5-FU’nun bireysel tedavilerinin, A549 hiicrelerinin
koloni olusturmasinda herhangi bir etkisinin olmadigini
ancak resveratrol ve 5-FU’nun kombine edildigi
gruplarda koloni formasyonunu istatistiksel olarak

azalttigini gostermistir (Sekil 1B).

Resveratrol ve 5-FU’nun Hiicre I¢i ROS Diizeyine
Olan Etkisi

Hiicre i¢i ROS diizeyi, iiretici firmanin gelistirdigi
protokol  uyarmca DCFDA  kiti  kullanilarak
gerceklestirilmigtir. A549 hiicreleri, 24 saat siire ile
resveratrol, 5-FU ve kombinasyonlart ile tedavi
edildikten sonra hiicre i¢i ROS diizeyleri belirlenmistir.
Kontrol grubuna oranla resveratrol ile tedavi edilen
gruplarda doz bagimli olarak hiicre i¢ci ROS diizeyinin
arttigl belirlenmigtir. Kombinasyon gruplarinda da
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

artig oldugu belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 1: Resveratrol ve 5-FU kombinasyonlarinin hiicre canlili1 ve koloni formasyonuna olan etkisi. A) Hiicre canlilik
diizeyleri B) Koloni sayilar1 ve koloni formasyon analizi. (Kontrol grubuna kiyasla, *p<0.05, **p<0.01 ve ***p
<0.001).
2.0
*%k o
dede Jede
1.54 *
<
o
v 1.04
w]
s
0.5
0.0-
Res25 - + - - + -
Res50 - - + - - +
S-FU - - -+ o+ o+
Sekil 2: Resveratrol, 5FU ve RES/5FU kombinasyonlarinin hiicre i¢i ROS diizeyine olan etkisi. (Kontrol grubuna

kiyasla,

*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001).
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Resveratrol ve 5-Fu Kombinasyonun Tigar ve Bax

Proteinlerinin Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

AS549 hiicreleri, 24 saat siire ile resveratrol, 5-FU ve
kombinasyonlar1 ile tedavi edildikten sonra TIGAR ve
Bax proteinlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim
Western blot teknigi ile belirlenmistir. TIGAR protein
ekspresyonunda, resveratrol tedavisinin istatistiksel

A
150+
s 100+
30 — e ———_ e T TIGAR og
kDa ~
43 - EYPERDEREPE - = 504
0+
Res25 -
Res50 -
5-FU =
B
1501
< 1001
26 - e DD WE» 5. =
kDa g
43 — = GED GED G20 @NB e B-actin ® 50
0+
Res25 -
Res50 -
5-FU -

olarak anlamli bir degisime neden olmadigi, 6te yandan
5-FU tedavisinin ise kontrol grubuna oranla bir atisa
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3A). Pro-apoptotik
Bax protein ekspresyonununda ise kontrol grubuna
oranla sadece 50 uM resveratrol ve 5 pM 5-FU’nun
kombine edildigi grupta istatistiksel olarak anlamli bir

artig olmustur (Sekil 3B).

TIGAR
*
ok
Fekdk
- - + -
+ - - +
- + + +
Bax
*
- - + -
+ - - +
- + + +

Sekil 3: Resveratrol ve 5-FU kombinasyonlarinin TIGAR ve Bax proteinlerinin ekspresyon diizeylerine olan etkisi. A)

TIGAR proteini ekspresyon diizeyi B) Bax proteini ekspresyon diizeyi (Kontrol olarak B-actin kullanildi). (Kontrol

grubuna kiyasla, *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001).

TARTISMA

Kemoterapi, bir¢ok ciddi yan etkisi olmasina ragmen
kanser tedavisi i¢in uygulanan en yaygin tedavi
yaklagimlarindan biridir. Bu durum, arttirilmis anti-
kanser aktivitesi ile daha az yan etkiye sahip olan yeni

terapdtik stratejilerin gelistirilmesi gerekliligini zorunlu

kilmaktadir. 5-FU, yiiksek anti-metabolik aktivitesi ile
DNA ve RNA makro molekiillerini inhibe ederek
hiicrelere  kars1 secici  Oldiiriicii  etkiye sahip
kemoterap6tik ajan olarak kabul edilmektedir (4,5).
Yakin zamanli ¢aligmalarda, 5-FU'nun hiicre

dongiisiiniin -~ durdurulmas1  ve hiicre 6lim tipi

KUTFD | 364



Agca CA ve ark.

5-Florouracil ve Resveratrol Kombinasyonunun Apoptozise Etkisi

KU Tip Fak Derg 2019;21(3):359-368
Doi: 10.24938/kutfd.465470

apopitozisi uyarabildigi gosterilmistir (17,18). Kolon
kanseri disindaki kanser tiirlerinde tek basmna yiiksek
etki gosteremediginden dolay1 sisplatin, 16koverin ve
oksalpin  gibi ilaglarla  kombinasyon halinde
kullanilmaktadir (5). Coklu ilag kombinasyonlari,
uygulanan ajanlarin etkinligini artirmakla beraber,
kombinasyonlarin neden oldugu yan etkilerin artmasina
da neden olmaktadir. Dogal polifenolik bir bilesik olan
resveratroliin, sahip oldugu antioksidan aktivite ile
cesitli kanser tiirlerinde apopitoizisi uyardigi ve
anjiogenezisi baskiladigi rapor edilmistir (19,20). Bu
calisma ile, akciger kanseri A549 hiicre hattinda, 5-FU
ve resveratrol kombinasyonun potansiyel etkisinin
arastirilmast  amaglanmustir. Onceki ¢alismalar, bir
izoflavon olan genisteinin 5-FU ile birlikte tedavisinin,
kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, sadece
genistein veya 5-FU ile karsilastirildiginda daha etkili
bir sekilde azalttigini gostermistir (21). Yapilan bir
bagka arastirmanin sonuglarina gore, resveratrol ve 5-
FU ile kolon kanseri hiicrelerinin birlikte tedavisi, tek
basina resveratrol veya 5-FU ile karsilastirildiginda
hiicre proliferasyonunu daha etkili bir sekilde inhibe
ettigi bildirilmigtir (22). Yakin zamanli bir bagka
arastirmada ise, B16 melenoma hiicrelerinin resveratrol
ve 5-FU ile kombine tedavisinin doz bagimli olarak,
hiicre proliferasyonunu azalttigi, COX-2, VASP ve
VEGF  ekspresyon  seviyelerini  diizenleyerek,
anjiyogenez iizerindeki sinerjistik bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (23). Calismamizda, A549
hiicreleri, resveratrol (25 puM ve 50 pM) ve 5-FU (5
uM) ile ayr1 ayri ve kombinasyonlar: halinde 24 saat
sire ile tedavi edilmistir. Tedavi sonrast hiicre
canliliklari ' WST-1 testi ile belirlenmistir. Elde
ettigimiz sonuclara gore, 25 uM resveratrol tedavisinin
hiicre canliligina bir etkisinin olmadig1 G6te yandan
resveratrol (RES50, %16.77) ve 5-FU’nun (5-FU,
%21.38) bireysel inhibisyon etkisinin kombinasyon
gruplarinda (RES25/5-FU, %30.79 ve RES50/5-FU,
%38.02) onemli olgiide arttigr belirlenmistir (Sekil

1A). Elde edilen bu sonuglar, resveratrol ve 5-FU’nun

kombinasyonunun, tek basina resveratrol veya 5-FU ile
kargilagtirildiginda hiicre biiylimesini daha verimli bir
sekilde inhibe ettigini gostermistir. Dahasi, A549
hiicresinde, resveratroliin 5-FU’nun, hiicre canliligi
tizerine olan etkisini arttirdigint  gdstermektedir.
Ayrica, resveratrol ve 5-FU ayr1 ayr1 ve kombinasyon
tedavilerinin, A549 hiicre hattinin koloni olusturma
yetenegine olan etkisi koloni formasyon deneyi ile
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar kombinasyon
gruplarinda olusan koloni sayisinin sadece resveratrol
ve 5-FU grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azaldigim1 ortaya koymustur (Sekil 1B).
Se¢ilmis resveratrol ve 5-FU’nun kombinasyon
dozunun, hiicre ¢ogalmasini ve A549 akciger kanseri
hiicre hattinin koloni olusturma kabiliyetini inhibe

etmede daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Hiicresel hasar, oksidatif stres ve DNA hasarina yol
acabilen yiiksek ROS seviyeleri, maruz kalmanin
siddetine ve siiresine bagli olarak hiicre sag kalimimi
veya apopitoz mekanizmalarini ortaya ¢ikarabilir.
p53’in  kontroli  altinda  TIGAR’in  glikoliz
inhibisyonuna neden olan hiicresel fruktoz-2,6-
bisfosfat (Fru-2,6-P2) diizeyini azalttigi, pentoz fosfat
yolagi vasitasiyla NADPH diizeyini ise arttirarak ROS
seviyesini kontrol ettigi ve oksidatif fosforilasyon
kaynakli apopitozisi engelledigi bildirilmistir (12,13).
Ayrica, TIGAR’1n metabolik veya beslenmeye dayali
olusum gosteren streslere tepki olarak ROS'u
modiilasyona ugrattifi ve ROS kaynakli otofajiyi
inhibe ettigi rapor edilmistir (24). ROS’a kars1 olusan
yanit antikanser ajanlarinin sitotoksik etkisine karsi
korumada kritik rol oynayabilmektedir (15, 25). Ayrica
hiicre i¢i yiiksek glutatyon (GSH) konsantrasyonu
hiicrelerin birgok kemoterapotik ajana karsi direng
kazanmasindan sorumlu tutulmustur (13). Kumar ve
arkadaglar1 resveratroliin ROS aracili apopitozis ve
otofajiyi tesvik etmek icin TIGAR’1 inhibe ettigini ve
olas1 kanser tedavisi icin resveratrol ve klorokin
kombinasyonunun &nemli oldugunu bildirmiglerdir

(26). Hiicre hattina bagli olmaksizin resveratrol
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tedavisi uygulanan hastalarda TIGAR protein
seviyesinde azalma gdzlemlenmis ve buna bagli olarak
resveratrolin ROS bagimli anti-timér aktivitesinde
TIGAR proteinin  6nemli bir yere sahip oldugu
belirlenmigtir (27). Farkli kanser hiicre hatlarinda
TIGAR inhibisyonunun apopitotik yolag: aktive ettigi
bildirilmigtir ~ (13,28).  Resveratrol ve  5-FU
kombinasyonlarinin hiicre igi ROS diizeyine olan
etkisini belirlemek amaciyla A549 hiicreleri 24 saat
siire ile resveratrol (25 pM, 50 uM) ve 5-FU (5 uM) ile
ayr1 ayr1 ve kombinasyonlart seklinde tedavi edilmistir.
Tedavi sonrast A549 hiicre i¢i ROS diizeyi DCFDA
kiti kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
hiicre i¢ci ROS diizeyinin kontrol grubuna oranla
RES25, RES50 ve 5-FU gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli  bir  bigcimde  arttifim1 = gOstermistir.
Kombinasyon gruplarindaki artigin ise sadece 5-FU ile
tedavi edilen grupla kayda deger bir farki olmadigi
belirlenmistir (Sekil 2). Ayrica c¢aligmamizin odak
noktast olan, hiicre i¢i ROS diizeyi ile dogrudan iliskili
TIGAR ve pro-apopitotik Bax proteinlerinin
ekspresyon diizeyleri western blot analizi ile
belirlenmigtir. Ekspresyon diizeyleri analiz sonuglarina
gore, TIGAR proteininin, kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda carpict bir bigimde 5-FU grubunda
%33.60 oraninda arttigi, Ote yandan RES25/5-FU
kombinasyon grubunda %25.09 ve RES50/5-FU
grubunda ise %41.05 oraninda azaldig1 tespit edilmistir
(Sekil 3A). Elde edilen bu sonuglar, sadece 5-FU
tedavisi ile artan TIGAR ekspresyonunun, 5-FU’nun
resveratrol ile kombine edildigi gruplarda azaldigim
gostermektedir. Kombinasyon tedavisi ile azalan
TIGAR ekspresyonunun, ROS aracili apopitozisi tesvik
edebilecegini ortaya koymaktadir. Programli hiicre
O0limi olan apopitoziste, anahtar uygulayicist olarak
karsimiza Kaspaz-3 cikarken, anti-apopitotik Bcl-2 ve
pro-apopitotik Bax proteinleri apopitozisin
mitokondriyal yolaginda 6nemli roller oynamaktadir
(29). Bcl-2,

depolarizasyonunu onleyerek kaspaz-3 aktivasyonunu

mitokondriyal membran

baskilamakta ve apopitozisin inhibe olmasina neden
olmaktadir. Ote yandan Bax, mitokondriyal membran
depolarizasyonunu indiikleyerek apopitozisi tesvik
etmektedir (30). Yapilan ¢alismalar, ROS'un Bcl-2/Bax
bagimli mitokondriyal yolag: diizenleyerek apopitozisi
indiikleyebilecegini gostermistir. Bcl-2'nin
fosforilasyonunu diizenleyen hiicre i¢i ROS artisi,
azalmis Bcl-2 ve artan pro-apopitotik  Bax
ekspresyonuna neden olmakta ve bunun sonucu olarak
hiicreyi apopitozise kars1 hassas hale getirmektedir (31-
33). Elde ettigimiz western blot sonucuna goére, Pro-
apopitotik Bax proteinin ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilagtirlldiginda sadece RES50/5-FU kombinasyon
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
belirlenmistir. Bu durum, sadece 5-FU tedavisinin
TIGAR proteininin ekspresyonunu arttirdigini ve ROS
aracili apopitotik yolagin baskilanmasma neden
oldugunu géstermektedir. Diger yandan, resveratrol ve
5-FU kombinasyonunun ise doz bagimli olarak

TIGAR’m ekspresyonunu azalttigi ve pro-apopitotik

Bax ekspresyonunu ise arttirdigini ortaya koymustur.

Elde ettigimiz bu sonuglar, A549 hiicresinde 5-FU
tedavisinin resveratrol ile birlikte kullanilmasinin 5-
FU’nun kemoterapotik etkisinin artmasma olanak
saglayacagim1  gostermektedir. Ancak, 5-FU ve
resveratrol kombinasyonun, akciger kanseri lizerindeki
etki mekanizmasinin tam olarak aydmlatilmasi igin
ileri in vivo ve in vitro caligmalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Tesekkiir: Bu calisma TUBITAK tarafindan (proje
n0:1919B011701166) desteklenmistir.
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