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INSAN EPIDERMOID LARINKS KARSINOM (HEp-2) HUCRE SERISINDE
RESVERATROL'UN APOPTOTIK ETKISI

Dilek TURKMEN, Erkan YURTCU?, M. Ali ERGUN?, Adnan MENEVSE*

Amag: Resveratrol (trans-3,4’-trihidroxystilbene) polifenolik dogal bir bi-
lesik olarak, iiziim, findik, kirmiz1 sarap ve cesitli yiyeceklerde ¢ok bulun-
maktadir. Resveratrol, antiinflamator, antioksidan ve antikanser 6zellikleri
vardir. Bu calismada Insan Epidermoid Larinks HEp-2 hiicre serisinde, res-
veratroliin apoptotik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: insan Epidermoid Larinks kanseri HEp-2 hiicre seri-
leri iiretildi ve sonra farkli doz ve siirelerde resveratroliin etkisine maruz
birakildi. Daha sonra apoptotik hiicre 6liimleri, yapisal degisiklikler DNA
fragmantasyon metotlari ile belirlendi.

Bulgular: Resveratroliin doz ve siireye bagimli olarak HEp-2 hiicre dizile-
rinde hiicre 6liimiinii uyardigi, morfolojik ve interniikleosomal DNA frag-
mantasyon deneyleri ile gosterildi.

Sonug: Resveratroliin HEp-2 hiicre dizilerinde apoptotik etkisi, belirli kan-
ser tiirlerindeki tedavilerde yardimer olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, Apoptoz, HEp-2.

THE APOPTOTIC EFFECT OF RESVERATROL ON HUMAN
EPIDERMOID LARYNX CARCINOMA CELL LINE HEp-2

Purpose: Resveratrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilbene) is a naturally occur-
ring polyphenolic compound highly enriched in grapes, nuts, red wine, and
a wide variety of food sources. Resveratrol has anti-inflammatory, antioxi-
dant, and anticancer properties. In this study, Human Epidermoid Larynx
HEp-2 cell lines were used to examine the apoptotic effect of resveratrol.
Materials and Methods: Human Epidermoid Larynx HEp-2 cell lines were
cultured and then exposed to different concentrations of resveratrol for va-
rious periods. After treatments, apoptotic cell deaths were determined using
morphological changes and DNA fragmentation methods.

Results: Our data show that resveratrol induces dose- and time-dependent
death of HEp-2 cells, as measured morphologically and by internucleosomal
DNA fragmentation assay.

Conclusion: Our data suggest that the apoptotic effect of resveratrol on
HEp-2 cell lines may be useful for the treatment of certain types of cancer.
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GIRIS

Resveratrol, Cin ve Japon geleneksel ilaclar1 arasinda bulun-
maktadir. Cok eskiden beri, inflamasyon, allerji ve hiperlipidemi
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olan bu bilesik, ilk kez
1963 yilinda Polygonum cuspidatum (Polygonaceae, Japon knot-
weed) bitkisinin koklerinin aktif bilegeni olarak belirlenmistir. Pek
cok bitki tiirlinde yaralanma, ultraviole ve mantar enfeksiyonlari-
na yanit vermek iizere sentezlenen bu polifenoliin, findik, tiziim ve
dutun da i¢inde bulundugu giinliik olarak tiiketilen 72 bitki tiiriin-
de ve sarapta bulundugu gosterilmistir (1,2).

Resveratroliin, antioksidan, antiproliferatif o&zelliklerine ek
olarak kanser onleyici etkisi oldugu bildirilmistir (3). Ozellikle
karsinogenezin {i¢ ana basamagini bloke edici bir etkisi oldugu
gosterilmigtir (2). Bununla birlikte, antikarsinojenik etkisine ilis-
kin molekiiler mekanizmalar biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (2).

Programlanmig hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptoz, or-
ganizma gelisiminde, dokularmm homeostasisinin korunmasinda
ve c¢ok hiicreli organizmalarda istenmeyen ya da hasarli hiicrele-
rin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir molekiiler mekanizmadir
(4). Apoptozun baslangi¢ evresinde hiicre kiigiilmesi, ¢ekirdekte
kromatinin yogunlagmasi ve hiicre zarinda kabarmalar (blebbing)
meydana gelmektedir. Apoptozun geg fazinda ise gekirdek birkag
parcaya ayrilarak dagilmaktadir. Interniikleozomal DNA pargalan-
masinin gosterilmesi, apoptozun saptanmasinda kullanilan temel
metodlardan biridir (5). Bu uygulamada izole edilmis DNA par-
calarinin agaroz jelinde tipik merdiven basamagi goriintiisii olus-
turmasi, DNA fragmantasyonlar1 anlaminda deger kazanmaktadir

(©).

Resveratroliin apoptozu uyardigi, JB6 epidermal hiicreleri,
promiyelosit 16semi hiicreleri (HL60), ¢esitli kolon kanseri hiicre
serileri, meme kanseri hiicre serileri ve prostat kanser hiicrelerinin
de dahil oldugu hiicre gruplarinda gosterilmistir (7,8).

Bu ¢alismamizda, insan epidermal larinks karsinoma hiicre se-
risinde (HEp-2) resveratroliin apoptozu uyarma etkisinin aragtiril-
mas1 amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiir besiyeri olarak, 1s1 ile inaktive edilmis %10’luk
fetal dana serumu (FCS), 200 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin eklenmis RPMI 1640 kullanilmistir. Re-
fik Saydam Hifzisthha Enstitiisti Viroloji Laboratuvari’ndan temin
edilen HEp-2 hiicreleri 6’11 kiiltiir kaplarinda, her bir kuyu igin
hiicre say1s1 1x10°ya ulasincaya kadar 37 °C’de %5 CO,’li nem-
lendirilmis etiiv i¢erisinde inkiibe edilmistir. Resveratrol (R 5010,
Sigma) son konsantrasyonu 25, 50, 75, 100 ve 150 uM olacak se-
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gisteren HEp-2 hilereleri

MNormal HEp-2 hiicreleri

Resim 1: 100 uM resveratrol konsantrasyonunda gozlenen HEp-2 hiicreleri, (biiyiitme 10x100)

kilde kiiltiir ortamina eklenmis ve hiicreler 6, 12, 24 saatlik
siirelerle inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak, resveratro-
lin ¢ozlinmesinde kullanilan %80’lik etanol kiiltiir kaplarina
eklenmistir.

Hiicre Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

Resveratrol ile inkiibasyon sonrasi hiicreler lama yayila-
rak, %70’lik etanolde fikse edilmistir. Ardindan %2’lik giem-
sa boyama sonrasinda hiicreler 151k mikroskobu ile degerlen-
dirilmistir. Degerlendirme yapilirken membran kabarmalari,
yogun ve piknotik ¢ekirdek apoptozun morfolojik belirleyici-
leri olarak kabul edilmistir. Degerlendirmeler, her doz ve siire
icin en az 100 hiicre sayilmasi ve bunlar arasinda apoptotik
morfoloji gdsteren hiicrelerin normal morfoloji gésteren hiic-
reler oranlart seklinde hesaplanmigtir. Hiicre canliligi tripan
mavisi ile boyanarak belirlenmistir (9).

DNA Izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Kontrol hiicreleri ve resveratrol uygulanmis HEp-2 hiicre-
leri, 40 pl PC tamponu (192 kisim 0.2M Na,HPO, ve 8 kisim
0.1M sitrik asit, pH=7.8) eklenerek 30 dk oda 1sisinda bekle-
tilmistir. 1600 rpm’de 5 dk santrifiij isleminden sonra siiper-
natan alinmig ve 3 pl NP-40 (% 0,25 Nonidet, Sigma)) ve 3
pl RNaz A eklenerek 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Ardin-
dan 3 pl proteinaz K eklenerek karigim tekrar 37 °C’de 30 dk
inkiibe edilmis ve esit hacimlerdeki drnekler alinarak %2’lik
agaroz jele yiiklenmistir. 100 bg’lik DNA belirteci esliginde
75 V’ta 90 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. UV transiliiminator ile
fotograflar ¢ekilmistir (9) (Resim 2).

Istatiksel Hesaplamalarda Kullanilan Yontemler

Tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA) ve t testi
(Paired Sample t Test) yontemleri kullanilmistir.

BULGULAR
Hiicre Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

Uygulanan tiim resveratrol konsantrasyonlari ile 6, 12 ve
24 saat siire ile inkiibe edilmis Hep-2 hiicreleri, kontrol hiic-
releri ile kiyaslandiklarinda; hiicre kii¢iilmesi, kromatin yo-
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gunlagmasi ve zar kabarmalari ve sitoplazmik graniillesme
gostermiglerdir (Resim 1 ).

Konsantrasyon ve siire degiskenlerine gore apoptoz oran-
lar1

Calisma kapsamina 6 kuyulu kaplarda gogaltilan hiicreler
arasindan canliligi %90 ve {izerinde olanlar alinmistir. Calis-
ma sonucunda tiim konsantrasyonlar ve zaman dilimlerindeki
resveratrol uygulamalarimin apoptoz oranlarini artirdigi belir-
lenmistir. Uygulama siireleri goz oniine alindiginda siire arti-
sina paralel olarak apoptotik hiicre sayisinin arttig1 gézlenmis-
tir. Uygulanan tiim konsantrasyonlar karsilastirildiginda 100
UM resveratrol konsantrasyonunun apoptozu en ¢ok uyaran
doz oldugu saptanmistir. Bu bulgulara paralel olarak 100 pM
ve 24 saat uygulama siiresi tiim deney sistemindeki en yiiksek
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Resim 2: 24 saat resveratrol uygulamasi yapilan HEp-2 ve kontrol
hiicrelerinin DNA agaroz jel elektroforezi

1.25uM, 2. 50 uM, 3. 75 uM, 4. 100 uM, 5. 150 pM, B = 100 be¢’lik
molekiil agirlik belirteci, K= Negatif kontrol



Tablo 1. Siire ve Konsantrasyon Etkenlerinin Apoptotik Oranlar ile iligkisi*

Konsantrasyon

Resver?tro!’le muamele (uM) Apoptotik hiicrelerin orani Canhhk
siiresi (saat) (%) (%)
25 8,59 94,93
50 10,28 89,27
75 17,13 80,18
100 21,26 76,08
6 150 13,49 48,09
Negatif kontrol 2,00 99,50
25 8,87 89,64
50 14,96 90,02
75 17,61 79,32
100 24,63 75,11
12 150 15,23 4334
Negatif kontrol 2,00 99,00
25 14,73 88,69
50 20,64 86,47
75 28,04 72,92
100 31,33 70,19
24 150 24,52 39,60
Negatif kontrol 3,00 98,00

*Tabloda verilen tiim degerler kontrol grubuna gore p<0.05 araligindadir

apoptoz etki oranini vermistir (Tablo 1). Hiicre canliliklarin-
daki oran, 100 uM konsantrasyonlarda belirgin bir degisiklik
vermezken, 150 uM konsantrasyonlarda, hiicre canlilik oran-
lar1 azalmustir.

Istatiksel olarak tek yonlii varyans analizi tablosu kulla-
nilarak sonuglar degerlendirildiginde, deneyin tamami igin %
95 giiven araliginda resveratrol konsantrasyonlarinin ve uygu-
lama siirelerinin etkili oldugu belirlenmistir (p<0.05). Kontrol
hiicreleri ve resveratrol uygulamasi yapilmis HEp-2 hiicrele-
rinde belirlenen apoptoz oranlart t-testi ile kiyaslandiklarinda,
resveratrol uygulamasinin 0,05 anlamlilik diizeyinde etkili
oldugu bulunmustur.

Resveratrol etkisi ile uyarilan hiicrelerde belirlenen mor-
folojik degisikliklerin yan1 sira apoptotik yolun aktivasyonu
ile iliskilendirilen interniikleosomal DNA parcalari, agoraz
jelde belirlenmistir. Kontrol Hep-2 hiicrelerinde diisiik mole-
kiil agirlikli DNA pargalar1 gozlenmezken, denenmis olan tiim
siire ve konsantrasyon degerlerinde, resveratrol ile muamele
edilen Hep-2 hiicrelerinde diisiik molekiil agirlikli interkro-
mozomal DNA pargalar1 agaroz jelde belirlenmistir (Resim
2).

TARTISMA

Resveratroliin bir¢ok kanser hiicre serilerinde apoptotik
hiicre 6liimiinii baglattig1 bildirilmistir (10). Ancak resverat-
roliin epidermal kanser olgularindaki etkisi heniiz anlasila-
mamistir. Bu ¢alisma, resveratroliin insan epidermal larinks

karsinoma hiicre serilerinde etkisini gdstermeyi amaglamakta-
dir. Sonuglar, resveratroliin doz ve siireye bagl olarak HEp-2
hiicrelerinde apoptozu uyardigini gostermistir. Kuskusuz res-
veratrol etkisiyle gelisen apoptozda, kaspaz’3 ve 9’ un akti-
vasyonlari, sitokrom-C salim1 gibi diger apoptotik gostergele-
rinde incelenmesi gereklidir. Bu anlamda, yine resveratroliin
birgok kanser hiicre serilerinde gosterilmis olan Bcl-2 protein
ailesinin ekspresyonundaki degisiklikler ve mitokondri zar
potansiyelindeki azalma (10), HEp-2 hiicre serilerinde de
gosterilmelidir. Bununla birlikte sonuglarimiz, diger model
sistemlerde gosterilmis olan resveratrol-etkili apoptotik hiic-
re 6lim mekanizmalartyla uyumlu olup, resveratrol belki de
Hep-2 hiicrelerini de igeren ¢ok farkli kanser hiicre serilerinde
ortak apoptotik sinyalleme yollarmi kullanmaktadir.

Resveratroliin apoptozu uyarici etki gosterdigi konsantras-
yon degerleri, farkli hiicre serilerinde farklilik gostermektedir.
Bu calismada, daha 6nceki ¢alisma sonuglart degerlendirilerek
hiicrelere uygulanacak resveratrol konsantrasyonlari, 25-150
UM olarak belirlenmistir (11,12). Apoptozun biyokimyasal
bir 6zelligi olan, interniikleozomal DNA pargalarinin agaroz
jelde olusturdugu DNA merdiven basamagi modeli, pek¢ok
calismada apoptozu belirlemekte kulllanilan metodlardan bi-
ridir. Niles ve arkadaglari, melanoma SK-mel ve A375 hiicre
serileri i¢in bu modeli kullanarak 48 saat ve 50 uM resveratrol
uygulamasi ile en yliksek apoptotik etkiyi gostermislerdir (7).

Caligmamizda resveratrol, tiim inkiibasyon siireleri ve kon-
santrasyon degerlerine bagl olarak apoptotik hiicre oranlarini
artirdig1 gorilmistiir (Tablo 1). Pozo-Guisado ve arkadaslari
meme kanseri hiicre serisi MCF 7’de yaptiklar1 bir calismada,
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resveratroliin artan konsantrasyonlariin apoptotik hiicre ora-
nint arttirdigini gostermislerdir (13) Calismamizda resverat-
roliin 100 uM konsantrasyonun tiim konsantrasyonlar i¢inde
apoptozu en ¢ok uyaran doz oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
Bu sonu¢ Ferry-Dumazet ve arkadaslarinin sonuglari ile de
uygunluk gostermektedir (14). Tim siireler géz 6niine alindi-
ginda, yine 100 uM konsantrasyon igin 24 saatlik uygulamada
apoptotik oranin en yiiksek oldugu gozlenmistir (Tablo 1).

Hiicre canliliklart incelendiginde, 25-100 uM konsantras-
yon araliginda resveratrol, canliliklarda az da olsa bir azaltma
gostertmektedir (Tablo 1). Bu diisiis kanser hiicreleri kadar
normal hiicreler icin de gecerli olacaktir. Bununla beraber
konsantrasyon 150 pM’a ulastiginda canlilikta goriilen belir-
gin azalmanin apoptotik siiregten farkli, baska bir etkinin so-
nucu da olabilir. Bu konsantrasyon degerinin hiicrelere toksik
etki gostererek, apoptozdan ¢ok, nekroza neden oldugu diisii-
niilebilir. Yiiz uM resveratrol konsantrasyonunun apoptozu en
¢ok artiran doz olmakla birlikte hiicre canlilik oranlarin1 ¢ok
az da olsa diigiirmesi etkin doz oldugu konusunda stiphe uyan-
dirmaktadir. Yetmis bes uM dozun apoptoz ve canliliga olan
etkileri incelendiginde; apoptozda anlamli bir artis saglarken,
hiicre canliliklarina olan etkisi 100 pM konsantrasyona gore
daha azdir. Deneydeki tiim siireler goz oniine alindiginda bu
bulgu daha net ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu dozun daha
sonra planlanacak olan in vivo c¢alismalar i¢in etkin doz he-
saplamasi yapilirken dikkate alinmasi dnerilebilir.

Calismamizda 6ne ¢ikan bir diger sonug, inkiibasyon siire-
lerinin artigina bagli olarak apoptotik oranlarda da bir artisin
gbzlenmis olmasidir. Bu bulgu Clément ve arkadaglarimin (15)
HL60 hiicrelerini kullanarak yaptiklari ¢alisma ile uyumludur.
Bu ¢aligmada 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri i¢in, resverat-
roliin artan konsantrasyonlarina bagli olarak apoptotik hiicre
oliim oranlarmin arttig1 ve resveratrol uygulama siirelerinin
apoptoz oraninda etkili oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alisma-
mizda da resveratrole maruz kalma siiresi arttik¢a hiicrelerin
apoptoz oranlarinda artis belirlenmistir. Tim sonuglar ince-
lendiginde 24 saat resveratrol uygulamasinin 6 ve 12 saatlik
uygulamalara gore daha yiliksek apoptoz oranlari sagladigi
goriilmiistiir (Tablo 1).

Ote yandan 6-12 saat uygulamalarda, uygulanan konsant-
rasyonlar i¢in hiicre canliliklari, yaklasik benzer oranlardadir.
Ancak 24 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarin hiicre
canliliklarmi diger siirelere gore biraz azalttig1 da goriilmekte-
dir. Resveratrol i¢in hazirlanacak olan in vivo deney sistemleri
icin bu bulgunun da dikkate alinmasi 6nerilebir. .

Birgok dogal besin maddesinde bulunan resveratroliin umut
veren kanser onleyici ve tedavi edici 6zelliklerinin, daha ileri
bilimsel ¢alismalarla kanitlanmasi gerekmektedir. Sonuglarin
cesitli kanserler tiirleri i¢in korunma ve tedavi stratejilerindeki
uygulamalara yardimci olacagi diistiniilmektedir. Hep-2 hiic-
re serilerinde resveratrol-etkili apoptotik hiicre 6liimlerinden
sorumlu sinyal yollarinin belirlenmesi ve in vivo timoér en-
gelleyici etkisinin daha ileri ¢aligmalarla kanitlanmasi ile bu
bilesigin bilimsel anlamda olumlu etkisi kesinlesecektir.
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