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(siyah ok basi), apoptotik cisim (beyaz ok basi) ve migrazom benzeri yap1 (beyaz ok)
goriilmektedir. 7500x biliylitme. Bar: 5 [m .....cocoviiiiiiiiiiiic e 79
Sekil 4-40: ishikawa hiicreleri 24. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Cogunda
invajinasyon gozlenen nukleuslar (N), nukleolus (Nu), vakuol (V), dejenere
mitokondriler (Mi) ve hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok bas1) goriilmektedir. 5000x
bUYTtME. BT 5 LM .ot 80
Sekil 4-41: Ishikawa hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus
(N), vakuoller (V), dejenere olmus mitokondri (Mi) ve endoplazmik retikulumu (ER)
bulunan bir hiicrenin i¢inde apoptotik bagka bir hiicre goriilmektedir. 12000x biiyiitme.

Sekil 4-42: Ishikawa hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus
(N), nukleolus (Nu), ¢cok sayida vakuol (V), hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok) ve ileri

apoptotik dejenere olmus hiicre yapisi (asterisk) goriilmektedir. 6000x biiylitme. Bar: 5

Sekil 4-43: Ishikawa hiicreleri 24. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Invajinasyonlu nukleus (N), vakuol (siyah ok basi), apoptotik cisimler (beyaz ok bas1)
ve organellerini kaybetmis, niikleer parcalanmasi gerceklesmis apoptotik hiicre kalintis
(asterisk) goriilmektedir. 5000x biiyilitme. Bar: 5 tm.......ccooeiiiiiiiiiiiiie, 82
Sekil 4-44: Ishikawa hiicreleri 24. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleusta artan invajinasyonlar (N), ¢ok sayida apoptotik cisimler (beyaz ok basi), bol
vakuol (siyah ok basi) ve apoptotik hiicre kalintis1 (asterisk) goriilmektedir. 4000x
bliylitme. Bar: 5 [ c..oooiiiiiiiii s 83
Sekil 4-45: Ishikawa hiicreleri 72. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Hasarli mitokondriler (Mi) ve endoplazmik retikulum sisternast (ER), yaygin vakuoller

(V) ve hiicreler aras1 bosluk (asteriks) goriilmektedir. 25000x biiylitme. Bar: 1 ym..... 83
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Sekil 4-46: Ishikawa hiicreleri 72. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleus (N), hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok), apoptotik cisimler (siyah ok basi),
vakuolizasyon artis1 olan hiicre (siyah asterisk) ve hiicre biizlismesi olan apoptotik hiicre
(beyaz asterisk) goriilmektedir. S000x biiylitme. Bar: 5 pm ......cccooevvvviiiiiiiiiiiiiciiiens 84
Sekil 4-47: 3T3 hiicreleri 24. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Genel olarak
nukleus (N), nukleolus (Nu), normal morfolojide mikrovilluslar (siyah ok bas1) ve
filopodu (siyah ok) olan diizgiin morfolojide hiicrelere rastlanmakla birlikte, nadiren az
vakuollii (V), yer yer hiicre tomurcuklanan (beyaz ok) ve apoptotik cisme (beyaz ok
bas1) sahip hiicreler goriilmektedir. S000X bUYHIME ......ooovvvieiiiiiiiiieeeeee e 85
Sekil 4-48: 3T3 hiicreleri 72. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Nukleus (N) ve
nukleolus (Nu) olan genel olarak normal morfolojili bircok hiicre goriilmektedir. 5000x
bUyTtME. BAr: 5 LM ..o 85
Sekil 4-49: 3T3 hiicreleri 24. saat propolis grubu elektron mikrografi. Diizglin yapili
nukleus (N), nukleolus (Nu), az niikleer invajinasyon (siyah ok bas1), yer yer vakuoller
(siyah ok) ve nadiren apoptotik cisimler (beyaz ok basi) olmakla birlikte genel olarak
diizgiin morfolojiye sahip hiicreler dikkati cekmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pm .. 86
Sekil 4-50: 3T3 hiicreleri 72. saat propolis grubu elektron mikrografi. Nukleus (N), yer
yer apoptotik cisimler (ok basi) ve hiicre tomurcuklanmasi (ok) goriilmektedir. 5000x
DUYTME. BT 5 LN .ot 87
Sekil 4-51: 3T3 hiicreleri 24. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus (N),
hasarli endoplazmik retikulum sisternalar1 (ER), vakuoller (V) ve az sayida hiicre
tomurcuklanmasi (ok bas1) goriilmektedir. 10000x biiylitme. Bar: 2 pm...........ccoeeneee. 88
Sekil 4-52: 3T3 hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Hafif
invajinasyonlu nukleus (N), mitokondriler (Mi), endoplazmik retikulum (ER) ve
apoptotik cisimler (ok bas1) goriilmektedir. 10000x biiyiitme. Bar: 2 pm ...........cce.. 88
Sekil 4-53: 3T3 hiicreleri 24. saat propolistkarboplatin grubu elektron mikrografi.
Normal morfolojide nukleus (N), nukleolus (Nu), mikrovilluslar (ok bas1) ve filopod
(ok) goriilmektedir. 5000x biiylitme. Bar: 5 M ......cocoeiiiiiiiiiiii 89
Sekil 4-54: 3T3 hiicreleri 72. saat propolistkarboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleuslart (N) ile birlikte bircok genel olarak diizgiin morfolojili hiicre goriilmektedir.
5000x blyltme. Bar: 5 LM ...oocvviiiiiicecee e 90
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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

CAPE: Kafeik asit fenetil ester

Cm? : Santimetre kare

CTNNBL1: Beta-katenin proteinini kodlayan gen
COz2 : Karbondioksit

DMEM/F-12: Dulbecco’nun modifiye edilmis Eagle medyumu ve F-12 besleyici
takviyesi

DNA: Deoksiribo niikleik asit

FBS: Fetal bovine serum

FITC/PI: Floresein izotiyosiyanat/propidyum iyodiir
g: Santrifiij kuvveti

IL-10: interldkin-10

ISC: ishikawa endometrium kanseri hiicre hatti
IU: internasyonel-uluslararast {inite

MEM: Modifiye edilmis Eagle medyumu

ng: Mikrogram

ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

uM: Mikromolar

TEM: Geg¢irimli elektron mikroskobu

3T3: Fibroblast hiicre hatt1

TGF-B: Doniistiiriicti biiyiime faktorii-f

TNF: Timor nekroz faktor

TRAIL: Ligand reseptorii

PBS: Fosfat tamponu
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OZET

Isci N. ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde Propolisin Karboplatin
Sitotoksisitesi Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji
Ve Embriyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2022.

Endometriyum kanseri, diinyada en sik goriilen jinekolojik kanser tiirlerinden biridir.

Caligmamizda antitiimoral, antibakteriyel, antiviral, antioksidan o6zelligi ile bilinen
propolisin ve endometriyal adenokanserde siklikla kullanilan kemoterapétik ajanlardan
olan karboplatinin etkileri, endometriyal adenokarsinom hiicre hatt1 ishikawa (Isc) ve
fibroblast hiicre hatt1 3T3 kullanilarak aragtirildu.

Kontrol Isc, Isc+propolis, Isc+karboplatin, Isc+propolis+karboplatin, kontrol 3T3,
3T3+propolis, 3T3+karboplatin, 3T3+propolist+karboplatin gruplar: ¢alisildi. 24, 48 ve
72. saatlerde 6rneklerdeki etkiler igin testler uygulandi. Deneyler ticer kez tekrar edildi.

Hiicre sayisi, canliligi ve migrasyonu sitolojik yontemlerle arastirildi. Sitokrom-c ve
p27 immiinositokimyasal olarak calisildi. Apoptoz ve hiicre dongiisii akim sitometri
kullanilarak degerlendirildi. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) 24. ve 72.
saatlerdeki ince yapisal degisiklikleri gosterdi.

Karboplatin ve propolis tek veya kombine uygulandiklarinda kontrol grubuna gore
timor hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gézlendi. Canli hiicre sayisinda ve migrasyonda
azalmaya yol agtilar. Bu etkilerin kombine uygulandiklarinda daha ¢ok oldugu goriildii.
Apoptozu artirdiklar: ve bunu intrinsik yolak tizerinden yaptiklarini sonucunu elde ettik.
Hiicre dongiisiinde p27 boyamalarinda ajanlar tek verildiklerinde etki goriillmezken,
kombine verildiklerinde G; fazinda istatistiksel olarak anlamli bir durmaya yol agtiklari
goriildii ancak bu veriler akim sitometri ile dogrulanamadi. TEM incelemelerinde hem
propolis hem de karboplatin apoptoza giden hiicrelerin 6zelliklerini gosterdiler ve
kombine olarak verildiklerinde daha siddetli olarak hiicre tomurcuklanmalarinin,
apoptotik cisimlerin ve vakuolizasyonun varligi dikkati ¢ekti. 3T3 hiicrelerinin
immunositokimya, akim sitometri ve TEM sonuclar1 incelendiginde, her iki ajanin
etkilerinin minimal oldugu gézlendi.

Sonug olarak, bir gida takviyesi propolis, sinerjik etkisi ile endometrial adenokarsinom
tedavisine karboplatine katkida bulunabilir. Bu ¢alisma, daha detayli hayvan ve insan
calismalari i¢in veriler ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler : Propolis, ishikawa, Karboplatin, Endometriyum, Hiicre kiiltiirii
Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37221
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ABSTRACT

Isci N. Effect of Propolis on Carboplatin Cytotoxicity in Ishikawa Endometrial
Epithelium Cell Cultures. Istanbul University, Institute of Health Science, Department
of Histology and Embryology. Master Thesis . Istanbul. 2022.

Endometrial cancer is one of the most common types of gynecological cancer
worldwide.

The effects of propolis, known for its antitumoral, antibacterial, antiviral, and
antioxidant properties, and carboplatin, one of the chemotherapeutic agents frequently
used in endometrial adenocancer, were investigated in our study using endometrial
adenocarcinoma cell line Ishikawa (Isc) and fibroblast cell line 3T3.

The study groups were as follows: Control Isc, Isc+propolis, Isc+carboplatin,
Isc+propolis+carboplatin, control 3T3, 3T3+propolis, 3T3+carboplatin,
3T3+propolis+carboplatin. Tests were performed for the effects on the samples at 24,
48" and 72" hours. Experiments were repeated three times.

Cell number, viability, and migration were investigated by using cytological methods.
Cytochrome-c and p27 were studied immunocytochemically. Apoptosis, and cell cycle
were examined by using flow cytometry. Transmission electron microscopy showed
changes in the ultrastructure at 24" and 72" hours.

Cytotoxic effects were observed on tumor cells when compared with the control group
as carboplatin and propolis were administered single or combined. They caused a
decrease in migration and viable cell count. These effects were more severe in
combined group. They exert their apoptotic effects through the intrinsic pathway of
apoptosis. When p27 was examined in the cell cycle, no significant effect was seen with
single agent. Yet, combined administration led to a significant arrest in the G; phase. On
the other hand, these data could not be confirmed by flow cytometry. The single
administrations of propolis or carboplatin showed in TEM examinations both the
properties of cells going to apoptosis. When given combined, the presence of cell
budding, apoptotic bodies, and vacuolization was noted more severely. The
immunocytochemistry, flow cytometry, and TEM examinations of 3T3 cells showed
minimal effects for both agents.

In conclusion, a food supplement propolis can contribute to the treatment of endometrial
adenocarcinoma with its synergestic effect to carboplatin. This study provided data for
further detailed animal and human studies.

Key Words: Propolis, Ishikawa, Carboplatin, Endometrium, Cell cultures

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37221



1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki kanser vakalarina gore
endometriyum kanseri ilk siralarda yer almaktadir [1]. Bu kanser tiiriiniin
postmenopozal donem hastaligr oldugu [2], fakat % 3-5 oraninda 40 yas alt1 kadinlarda
goriildigii [3], [4], infertiliteye yol acgabildigi ve ileri evrelerinde Olimle de
sonuglanabildigi bildirilmistir [5].

Ishikawa endometrium epiteli devamli hiicre hatt;; hem &strojen hem de
progesteron reseptorii igeren, endometriyum adenokanserini ¢alismak igin en elverisli

hiicre hatlarindan biridir [5], [6].

3T3 fibroblast hiicre hatt1, saglikli fare embriyonik fibroblast hiicreleri kaynakl
olup bir¢cok baska calismada kullanilabildigi gibi, in vitro kanser ¢alismalarinda da
kontrol grubu olarak kullanilabilmektedir [7].

Karboplatin, endometriyum kanseri ve ovaryum kanserinde tercih edilen platin

grubundan kemoterapétik bir ajandir [8], [9].

Karboplatin tedavisine eklenebilecek ¢esitli maddelerin, Ishikawa endometrium
epiteli devamli hiicre kiiltiirlerinde karboplatin sitotoksisitesi {izerinde etkisi oldugu
cesitli galismalarda bildirilmistir [10], [11]. Bu noktada verilecek tedaviye ek olarak
hastaya Onerilecek gida ekine veya maddeye hastalarin erisim kolayligi olmasi da

Onemlidir.

Propolis, bal arilarinin bitkilerden topladigi re¢inemsi bir maddedir [12]. Birgok
calismada propolisin antikarsinojenik, antioksidan, antifungal ve antibakteriyel etkileri

bildirilmistir [13].

Propolisin; karaciger, meme, serviks ve prostat kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisi [14], insan akciger kanseri hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif ve
proapoptotik aktivitesi oldugu gosterilmistir [15]. Literatiirde propolisin endometriyum
kanserine etkisini yapisal ve ince yapisal olarak gosteren ve mekanizmasini agiklayan

bir ¢alisma mevcut degildir.



Karboplatinin sentez fazina [16], propolisin ise S, Go/Gi, Gi, G2 ve Go/M
fazlarina etki ettigi ¢alismalarda bildirilmistir [17], [18], [19].

Calismamizda propolisin, endometriyum adenokanserinde antineoplastik ilag
olarak kullanilan karboplatinin sitotoksik, apoptotik ve antitiimoral etkilerine katkisinin
olup olmayacag1 propolis ekstrat1 ve Ishikawa endometrium epiteli devamli hiicre hatt:
kullanilarak histolojik yontemler ile arastirilacaktir. Ayrica propolis ve karboplatinin
saglikli hiicreler iizerindeki etkisi, 3T3 fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak incelenecektir.
Boylelikle uygulanan kanser kemoterapilerinin basarisin1 arttirmak amaciyla; uterus
yap1 ve fonksiyon bozukluklarma, bunun sonucunda da infertiliteye sebep olan
endometriyum adenokanserinde yapilan tedaviye katkisi olabilecek bir gida ekinin
denenmesi sonucu yeni bir uygulama segenegi sunarak tedavi prognozunu iyilestirmeyi

ve bu esnada mekanizmayi da agiklayarak sunmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endometriyum Histolojisi
Disi iireme organlari; ovaryumlar, fallop tiipleri, uterus, vajina ve dig genital
yapilardan olugmaktadir (Sekil 2-1). Embriyolojik olarak uterus, fallop tiipleri ve

vajinanin 1/3’1 gonadlardan gelisir, mezoderm kokenlidir [20].

Insanda uterus, armut seklinde bir organdir ve bulundugu yer rektum ile mesane
arasindadir. Yetigkin bir kadinda yaklagik olarak 30-40 g agirliginda bir organdir.

Uterus; fundus, korpus, isthmus ve serviks olarak dort kisimdan olusmaktadir [20].

Fallop Tupl

Ovaryum

Endometriyum

Uterus

Ny e Miyometriyum
Serviks ‘ 2 l\
)
: Perimetriyum
Vajina

Sekil 2-1: insan uterus anatomisi [21] (Modifiye edildi).

Insan uterus duvari ii¢ tabakadan olusmaktadir (Sekil 2-1 ve Sekil 2-2). Bu
tabakalar distan ice dogru perimetriyum, miyometriyum ve endometriyumdur. Ser6z bir
tabaka olan perimetriyum en distadir. Miyometriyum, bol diiz kas demetlerinden olugan
en kalin olan ve ortada bulunan tabakadir. Endometriyum en i¢ tabakasi ve uterusun
mukozasidir. Endometriyum her ay, miyometriyum ise gebelikte siklik degisiklige ugrar

ve boylece uterusu embriyo transplantasyonuna hazirlarlar [20].



Sekil 2-2: Uterus tabakalari. BV: kan damarlar: [20].

Endometriyum tireme caginda farkli yapi1 ve gorevlere sahip iki tabakadan
olugmaktadir. Bunlar endometriyumun en kalin parcast olan ve menstruasyonda
dokiilen, tabakanin 2/3’ne sahip fonksiyonel tabaka ile menstruasyonda korunan ve
prolifere olarak 1/3’ne sahip fonksiyonel tabakasinin yenilenmesine kaynak olusturan,
bazal tabakalaridir [20].

Endometriyum salgi ve silyumlu hiicreler iceren tek katli prizmatik epitel ile
doselidir. Yiizey epiteli lamina propriya tabakasina yani endometriyal stroma igine
girerek invajine olur ve bdylece uterus bezleri olusur. Stroma ¢ok miktarda fibroblast,

demet yapmamus tip 111 kolajen lifler ve ara madde bulundurur [20], [22].

Endometriyum genis kan damari agina sahiptir. Uterin arterden ¢ikan arkuat
arterlerin dallar1 olan radial arterler, endometriyumun bazal tabakasinda buray1 besleyen
daha kiiciik diiz arterleri olusturur. Radial arterin ana kolu sarmal hale gelerek liimene

prolifere olur ve bu olusan damarlara spiral arter denir. Spiral arterler daha ileri uzanan



tiim fonksiyonel tabakaya kan getiren, uzun damarlardir ve progesterona duyarlidirlar.
Bu arterler, endometriyumu drene eden ince duvarli ¢ok sayida vaskiiler lakiinayi
igeren, kapiller yatagi besleyen arteriyollere dallanir. Endometriyumun damarlar1 her

menstrual dongiide prolifere ve dejenere olur [20], [22].

Fonksiyonel tabakadaki gonadotropinlerin etkisiyle, meydana gelen degisimler
menstrual siklus ya da dongii olarak adlandirilir ve 28 giinde bir tekrar eder. Siklus
morfolojik, fonksiyonel degisikliklerden olusan; proliferasyon, sekretuar ve menstrual
olmak tizere {i¢ fazdan olusur. Bu fazlar gergeklesirken endometriyum kalinligi 1-6 mm
arasinda degisir [20], [22].

Proliferasyon fazi, ovaryan etki ile fonksiyonel tabakadaki stromal, endotelyal
ve epitelyal hiicrelerin prolifere olmasi ile baglar. Stromal hiicreler, kolajen ile ara
maddeyi salgilarken; epitelyal hiicreler, bezleri yapilandirir ve endometriyum yeniden
yapilanirken spiral arterler uzar. Bu faz ovulasyondan 1 giin sonrasina kadar siirer ve
proliferasyon fazinin sonunda endometriyum 3 mm kalinliga ulasir. Bezler dar liimenli

ve diiz goriintime sahiptir [20], [22].

Sekretuar faz, progesteronun etkisi altinda ovulasyondan 1 ya da 2 giin sonra
gercekleserek, fonksiyonel tabakada belirgin degisimlere sebep olur. Bezler biiyiir,
liimenleri genisler ve kivrimli hale gelir. Endometriyum 6demli olur ve kalinligi 5-6

mm’ye ulasir. Spiral arterler daha da uzar [20], [22].

Ovaryumdan progesteron ve Ostrojen salgilarin azalmasi ile menstrual faz baglar.
Fonksiyonel tabakadaki kiigiik spiral arterlerde kasilma kan akisin1 bozar ve menstrual
kanama ile son bulur. Eger gebelik ger¢eklesirse, endometriyum gerilemesi dogum

gerceklesene kadar durur ve menstrual faz yerine, siklus gebelik fazina geger [20], [22].

Gebelik sirasinda endometriyum bir¢ok morfolojik degisikligie ugrar ve bu
bolge “desidua” olarak adlandirilir. Biiyiik ve yuvarlak sekilli olan desidua hiicreleri,
stromal hiicrelerden farklilasir. Desidua, endometriyumun en derin tabakasi disinda
tamamini icerir. Gebelik sirasinda sarmal hale gelen uterus bezleri daha da biiylir,

gelisim devam ettikgce bezler incelir ve yassilagir. Dogum sirasinda desidua, plasenta ile
atilir [20], [22].

Ovaryum aktivitelerinin kaybedilmesi sonucu ve menstrual kanamanin kesilmesi

“menopoz” olarak adlandirilir. Menopoz ve sonrasinda endometriyum bazi degisimlere



ugrar. Normal endometriyum kalinligi 7-14 mm iken, bu durum menopoz sonrasinda 4
mm’ den kii¢iik ya da esit olmalidir. Eger kalinlik 5 mm’ye esit ya da biiyiik olursa bu
hiperplaziye isaret eder, kanser riski tasir ve takip edilmelidir. Menopoz sonrasi
endometriyum atrofik ve hiperplastik yapilar gosterebilir. Ayrica vaskiiler dagilimda da
azalma dikkat c¢eker. Endometriyal stromada orta derecede fibrozis goriilebilir.
Proliferatif aktivite stromal hiicrelerde, hormon konsantrasyonlarindaki diisiis sebebiyle
hemen hemen yoktur. Postmenopozal donemdeki endometriyumun stromal ve epitelyal
hiicrelerinde  Ostrojen  ve  progesteron  reseptorleri  varligmi  siirdiirdiigi

immiinohistokimyasal yontemlerle literatiirde gosterilmistir [23], [24].

2.2. Endometriyum Kanseri

Endometriyum kanseri, siklikla postmenopozal donemde goriilen bir kanser
turtdir [2]. Gelismis ve gelismekte olan tilkelerde kanser vakalari arasinda ilk siralarda
yer almaktadir [1]. % 3-5’lik kesimin 40 yas alti kadinlarda da gortldiga [3],[4] ve
infertiliteye yol agabildigi gibi ileri evrelerinde 6liimle de sonuglanabilmektedir [5].

Tablo 2-1: Endometriyal Karsinomun Diinya Saghk Orgiitii Histolojik Stmflandirmasi ve
Dagilimi [25].

Histolojik Tip Yiizde Dagilinm
Endometrioid Adenokarsinom % 80

Miisindz Karsinom % 10’ dan az
Seréz Karsinom % 5’ den az
Berrak Hiicreli Karsinom % 5’ den az
Squamdz Hiicreli Karsinom % 1’ den az
Transizyonel Hiicreli Karsinom % 1’ den az
Mikst Hiicreli Karsinom % 1’ den az
Kiigiik Hiicreli Karsinom % 1’ den az
Andiferansiye Karsinom % 1’ den az




Adenokarsinom, miisin salgilariyla papiller veya glandiiler yapilar olusturarak
toplanan ve sitoplazmalarinda salgi graniilleri ile dikkat ¢eken, siirlari tek tek belli olan

kanser hiicreleridir [5].

Endometrial adenokarsinom histolojik tiplendirmede iki alt ana gruba ayrilir.
Bunlardan biri endometrioid karsinomdur ve tip I olarak adlandirilmaktadir. Digeri ise
papiller seréz karsinomdur ve tip II olarak adlandirilmaktadir. Tip I tiimorler ostrojenle
iliskilidir ve vakalarin % 70-80’ini olustururlar. Tip II tiimorler Ostrojenle iliskili
degildirler ve vakalar % 20’sini olustururlar [26]. Diinya Saglik Orgiitii de goriilme

sikliklarina gore benzer bir siniflandirma yapmaktadir (Tablo 2-1).

Calismalarda tip I i¢in Ishikawa, HEC-1-A, HEC-1-B, ECC-1 hiicre hatlar1 tip Il
icin ise; SPAC-1-L ve SPAC-1-S hiicre hatlari tercih edilir [27], [28].

Endometriyum Kkanseri riskini arttiran faktorler sdyle siralanabilir; hipertansiyon,
diyabet, infertilite, fazla kilo, nulliparite, ileri yas, hormon replasman tedavisi, ailede
endometrial kanser Oykiisii, erken yasta menars, meme kanseri Oykiisii, uzun siireli
tamoksifen kullanimi, polikistik over sendromu ve ge¢ menopoz yasi’dir. Riski azaltan
faktorler; fiziksel aktivite, sigara i¢cme, oral kontraseptif kullanimi, baz1 6zel diyetler
(bitkisel agirlikli), hamileligi isteyerek sonlandirma, ilk dogumun kiigiik yasta

olmamasi, dogum yapmak ve fito-6strojen tiiketimidir [25], [29], [30].

Tip I’ e, endometrial hiperplazi eslik eder ve histolojik incelemede onemli bir
belirtegtir. Diisiik dereceli ve olumlu bir prognoza sahiptirler. Tip IlI, atrofik
endometriyum yapisina sahiptir. Bu tiimorler endometrioid olmayan farklilasma

gosterirler. Yiiksek dereceli ve agresif bir prognoz ile karakterizedir [31].

Endometriyum kanserine ait bu iki alt ana tipin farkli genetik ve molekiiler
ozelliklere sahip oldugu son yillarda yapilan g¢aligmalarla ortaya konmustur. Tip I;
PTEN (protein tirozin fosfataz ve tensin homologu), K-ras, CTNNB1 ve beta-katenin
proteinindeki mutasyonlarla, tip I1; p53 genindeki mutasyon, Ki-67 ekspresyonu ve pl6

pozitifligi ile taninirlar [31].

Endometrioid adenokarsinom, cogunlukla menopoz Oncesi ve menopozal
donemde gelisen ve kadinlarda goriilen endometriyum kanserinin en ¢ok rastlanilan
tipidir. Bu timor hiicrelerinde goriilen beta-katenini kodlayan gendeki (CTNNB1)

mutasyon ve beta-katenin proteininin neden oldugu diizensizlik uterusta hiperplaziye ve



metaplaziye sebebiyet verir. Bunun sonucunda da uterus yapi, fonksiyon bozukluklar

ve infertilite meydana gelir [32].

2.3. Ishikawa Hiicre Hatt1

Kanser tiirlerinin in vitro olarak c¢alisilmast i¢in birgok kanser hiicre hatti
olusturulur. Bu hiicre hatlar1 deneysel destek saglayarak kanser tedavi prognozlarini
iyilestirmek adina biiyiik katkida bulunurlar. Ishikawa insan kaynakli endometrial

hiicre hatt1 da bu amagla iiretilmistir [5].

Sekil 2-3: Ishikawa hiicreleri faz kontrast mikroskobu goriintiileri. A) 10x biiyiitme B) 20x
bilyiitme

Endometriyal adenokanser tanist konan 39 yasinda, daha dénce dogum yapmus,
Asyali bir kadinin ameliyati sirasinda, rahminden alinan numuneden primer kiiltiir
olusturulmus ve bdylece bu hiicre hatt1 iiretilmistir. Bu siiregte Ishikawa kiiltiiriinii saf
olarak elde etmek igin diger kalinti hiicrelerin uzaklastirilma asamasi, antibiyotik ile
yikanarak ve tripsin igeren PBS (-) ile oda sicakliginda karistirilarak tamamlanmustir.
Santrifiij isleminin ardindan, hiicreler tekrar slispanse edilerek fetal bovine serum (FBS)
ilaveli Eagle’in minimum medyumu (MEM) igeren steril flasklara eklenerek, % 5 CO>
iceren 37 °C inkiibator ortaminda inkiibe edilmistir. Medyum degisikligi haftada iki kez
yapilmis ve Ishikawa hiicreleri gogaltilmigtir. Bu hiicrelerin ilk alt kiiltiirii altinc1 giin
yapilmis ve giiniimiize kadar kesintisiz olarak biiyiitiilmiistiir. Bu tiimdr hiicreleri kiiltiir
ortaminda tek katmanli, birlesmeye meyilli, ¢okgen sekilli, belirgin kubbe yapilar1 olan,
salkim iiziim goriintiisiinde, hiicre sinirlar1 belirgin, iglerinde vakuol ve miisin gibi

karakteristik yapilar1 ile taninmustir [5].



Ishikawa hiicre kiiltiirii, insan endometriyum epitelinden alinmis hiicrelerden
kokenlenir ve tip | endometrial adenokanser hiicreleridir [33]. Bu hiicre soyu;
progesteron ve Ostrojen reseptorlerine sahip oldugundan, bu hiicreler lireme biyolojisi
gibi birgok arastirma alaninda kullanilmistir. Giiniimiizde ishikawa endometrium epiteli

devamli hiicre hatti, endometriyum kanserini ¢aligmak i¢in en elverigli hiicre hattidir

[5], [6].

2.4. 3T3 Fibroblast Hiicre Hatti
3T3 fibroblast hiicre hatti, fare embriyonik fibroblast hiicrelerinden tiiretilmistir.
Hiicre hattinin morfolojisi; adherent ve igsi (fibroblastik) yapidadir. 3T3 hiicre hatti,

saglikli ve normal yapida hiicrelerden olusmaktadir [7].

Sekil 2-4: 3T3 fibroblast hiicreleri faz kontrast mikroskobu goriintiileri. A) 10x biiyiitme
B) 20x biiyiitme

Fibroblastlar, bag dokusunun ana hiicreleridir. Bu hiicreler ara madde ile lifleri
sentezler. Bag, kan, kikirdak ve kemik gibi viicudu olusturan dokularin farklilagsmasinda
onemlidir. Hiicreler mezenkim kdkenlidir. Ayrica sitokin-kemokin salgilari {ireterek
bagisikliga ve dokularda olusan yaralarin iyilesmesi gibi bir¢ok hayati fonksiyonda
gorev almaktadir [34].

Bu hiicreler, in vitro kanser ¢alismalarinda kontrol grubu olarak veya viicut
fonksiyon bozukluklarinin diizeltilmesi konusunda veri elde etmek vb. gibi bircok

arastirma i¢in kullanilmaktadir [7], [35].

2.5. Endometriyal Adenokanser Tedavileri
Endometriyal kanser tanisi konduktan sonra tedavi segenekleri tek ajan ya da

coklu ajan kombinasyonlari veya coklu yontemler kullanilarak degerlendirilir. Bu
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secenekler cerrahi miidahale, radyoterapi, hormonal tedavi, kemoterapi ve
kombinasyonlaridir. Cerrahi miidahale, timorli bolgenin ya da tim yapilarin
alinmasidir. Radyoterapi ve kemoterapi adjuvan tedavi olarak tercih edilir ve bolgesel
niiks oranlarini diisiirmek i¢in kullanilir. Hormonal tedavi ise progesteron ve benzeri
ilaclar kullanilarak dstrojenin baskilanmasi ve kanser hiicrelerinin gerilemesi amaglanir.
Farkli tedavi kombinasyonlarinin hastalarda sagkalimi arttirdigi  goriilmistiir.
Kemoterapi ve radyoterapinin beraber kullaniminin terapotik yararinin  oldugu

gOriilmiis, niiksii azaltmis ve sagkalim oranini arttirmistir [36] (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Antikanser ilaclarin Klasik Simiflandirilmasi [37], [38].

Kemoterapi Alkilleyiciler, Antibiyotikler,
Antimetabolitler, Topoizomeraz

Inhibitérleri, Mitoz Inhibitdrleri, Digerleri

Hormonal Tedavi Steroidler, Antidstrojenler,
Antiandrojenler, LH-RH Anologlart,
Antiaromataz Ajanlar

Immiin Terapi Interferon, Interlokin-2, Asilar

DNA’ya baglanarak ya da baglanma yetenekleri olmayan iki ana grupla

tedavilerde tiimor hiicrelerini hedef alan ilaglar kullanilmaktadir [37], [38].

Tiim6r DNA’sin1 hedef alan kemoterapétik ajanlar ya sarmalin kendisine hasar
vererek ya da ilgili proteinlerine miidahale ederek etkilerini gosterirler. Kanser
tedavisinde faydali oldugu bilinen ilk bilesikler alkilleyici ajanlardir. DNA’nin yap1 ve
islevini degistiren birgok zincirler arasi ¢apraz baglar kurarlar. Alkilleyici ajanlar; platin
bilesikler (karboplatin, sisplatin, oksaliplatin), mustard ajanlar (siklofosfamid,
ifosfamid, melfalan), nitroziireler (karmustin, semustin), triazenler (dakarbazin,

temozolomid) ve antibiyotikler (bleomisin, mitomisin)’dir [37], [38].

Dogrudan DNA’ya baglanma yetenekleri olmayan topoizomeraz | (topotekan,

irinotekan) ve II inhibitorleri, antimetabolitler (antifolatlar: trimetresat, metotresat;
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sitarabin, gemsitabin), podofillotoksinler (etoposid), antibiyotikler (antraksinler:
doksorubisin, epurubisin, mitosantron) ve digerleri i¢cine dahil edilen ekteinasidin’dir.
Bu gruptaki ilaglar, protein-DNA komplekslerine yonelik olarak aktivite gosterirler. Bu
ilaglar topoizomerazlar1 inhibe ederek, serbest radikaller olusturabilir ve DNA sentezini

kontrol eden enzimlere miidahale edebilirler [37], [38].

2.5.1. Karboplatin

Karboplatin; cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksilat platinyum (Il) kimyasal
yapisina sahip (Sekil 2-5); endometriyum kanseri, ovaryum kanseri, meme kanseri ve
beyin kanseri gibi bir¢ok kanserin tedavisinde kullanilan platinyum icerikli giincel ve
temel kemoterapétik ikinci nesil bir ajandir [8], [9], [39], [40]. Yapilan ¢alismalarda
karboplatinin hiicre dongiisii S fazina etki ettigi bildirilmistir [16].

0
Vi
NH; 0
N/
P
NHy  0——
0

Sekil 2-5: Karboplatin kimyasal yapi [41].

Karboplatin diger platin bazli antikanser ilaglar1 ile benzer 6zelliklere sahiptir.
Fakat, birinci nesil platin igerikli olan ve geleneksel olarak tercih edilen cisplatin’den
daha giivenlidir. Bu 6zelligi ile karboplatin; diinya genelinde onay alip, kullanimi kabul
gormiistiir [42]. Cinkii diger kemoterapotik ajanlardan daha az nefrotoksik ve
ototoksik, bobrekten atilimi daha hizli, doza bagli bulanti ve kusma meydana gelme
olasilig1 daha distlik, zorunlu hidrasyon gerektirmedigi i¢in ayakta tedavisi uygundur

[43], [44], [45].

Karboplatinin aktive olabilmesi i¢in hiicre zarin1 gegmesi gerekir. Molekiil 1,1-
siklobiitan dikarboksilat hiicre i¢cinde pozitif yiiklii hale gelebilmesi i¢in hidrolize ugrar.
Bu olay karboplatinin DNA, RNA ve proteinlerin de dahil oldugu niikleofilik
molekiiller ile etkilesime girmesine olanak tanir ve platin igerikli eklentilerin
olusumunu saglar (Sekil 2-6). Bunun sonucunda, molekiiliin piirin bazlarinin N7

bolgesine kovalent baglanmasi, DNA-DNA ya da DNA-protein etkilesimleri
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gerceklesir. Eklentilerin olusturulmasi ile meydana gelen bu olaylar cesitli sinyal
yolaklarini aktive ederek; hiicre dongiisii durmasi, DNA hasar1 ve hiicresel apoptoza

sebep olarak sitotoksik etkisini gosterir [42], [46].

$
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Sekil 2-6: Karboplati’nin DNA'ya baglanma gorseli [46].

Karboplatinin anti-tiimoral yetenegi DNA’ya baglanma aktivitesinden koken
alir, DNA’ya baglanmasi1 ile DNA sentez ve hiicre bdliinmesini bloke etmesi ile

sonuglanir [42].

2.6. Propolis

Gilinlimiizde bir gida eki olarak kullanilan ve cesitli hastaliklarin tedavisinde ek
olarak bilimsel aragtirmalarda ¢alisilan propolis, “pro” ; giristeki ve “polis” ; topluluk
kelimelerinden olusur ve eski Yunanca’dan gelen bu kelime ‘“savunma” anlami tasir

[12].

“Ar tutkali” ya da “art macunu” isimleriyle de bilinen propolis; bal arilarinin
(Apis Mellifera L.) agaglardan ve diger bitkilerin dal, yaprak gibi kisimlarindan
topladig1 recineden ve bunu da balmumu ile tiikiiriik bezlerinden salgilanan enzim

yoniinden zengin salgilariyla birlestirerek olusturduklari bir maddedir [47], [48].
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Sekil 2-7: Ham propolis gorseli [49].

Icerigi bal arilarinin recineyi topladigi kaynaga, toplanan propolisin bulundugu
cografi bolgenin bitki Ortiisline, bal arilarinin tiirlerine ve toplanma mevsimine gore
degismektedir. Genel standartlara gore % 50’si regine ve balzam, % 30’u mum, % 10’u
aromatik bilesikler ile ugucu yaglar, % 5’i polen ve geri kalan % 5’1 ise diger
maddelerden olugmaktadir [50], [51], [13]. Ana kimyasal bilesenleri soyle 6zetlenebilir;
flavonoidler, alkoller, alifatik ve aromatik bilesikler, esterler, eser elementler ve bunlara
fenolik bilesiklerinde dahil edildigi c¢esitli birgok madde igerir [52]. Propolisin
iceriginde; krisin, kuersetin, galangin, luteolin, kaemferol, naringenin, apigenin,
pinosembrin, kafeik asit, sinnamik asit ve kafeik asit fenetil ester (CAPE) gibi birgok
fenolik bilesik bulunmaktadir [53], [54] (Tablo 2-3). Tim etkilerinin igerigindeki bu
bilesiklere kaynaklandigi kabul gormiistiir [55]. Propolis igerigindeki fenolik
bilesiklerin kanser tedavisinde ilave destek olarak hizmet edebilece8i calismalarda
gosterilmistir [56], [57]. Fenolik bilesikler disinda vitaminler ve gesitli mineraller de
icermektedir. Propolis B1, B2, B6, C, E vitaminlerini ve kalsiyum, sodyum, ¢inko, bakir
gibi degerli mineralleri de yapisinda icermektedir [58].

Propolisin kanser basta olmak {izere diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bircok hastalikta hastalar i¢in uygun bir farmasotik yetenege sahip oldugunu
kanitlamigtir [59], [60], [61]. Yaralarin iyilestirilmesinde, iilserin tedavisinde, soguk
algimhiginda, antiseptik ve lokal anestezik olarak kullanmilmistir. Antitiimdr,
antibakteriyel, immiinomodiilator, antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri bakimindan

tamamlayici tipta kullanilmistir [62].

Bu gida eki ve igerigindeki bilesiklerinin kanser tedavisindeki olumlu etkisini,
kanser hiicrelerindeki apoptotik siirecleri uyararak apoptozu baglatma yeteneginde

gosterilmektedir [63]. Kanser hiicrelerinde apoptotik ve sitotoksik etkisinin oldugu
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bir¢ok calismada gosterilmistir. Propolisin; karaciger, meme, serviks ve prostat kanser
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisi [64], insan akciger kanseri hiicre hatti
tizerindeki antiproliferatif ve proapoptotik aktivitesi [15], kolon kanseri hiicre hatti
tizerine antiproliferatif etkisi [65] ve insan meme kanseri olan gesitli hiicre hatlarinda
antitimor  aktivitesi oldugu gosterilmistir [66]. Ayrica kanser hiicrelerindeki

antimetastatik etkisi gesitli calismalarda ortaya koyulmustur [66], [56].

Propolisin terapotik etkisini ortaya koyan en Onemli mekanizma apoptoz
indiiksiyonudur [67]. Antitiimoral etkisini apoptozun hem i¢ kaynakli hem de dis
kaynakli apoptotik yolaklar1 uyararak kanser hiicrelerini apoptoza gonderdigini ortaya
koyan kanser hiicre hatlartyla yapilmis bircok c¢alisma literatiirde mevcuttur [68], [69].
Sebep oldugu apoptoz calisilan kanser hiicre hatlarinin tipinden bagimsizdir, fakat
propolisin kullanilan konsantrasyonuna baghdir. Propolis apoptoz mekanizmasini hem
sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole salinmasiyla kaspaz kaskadini1 uyarmasi hem de
TRAIL sinyal yoluyla uyarmasiyla kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olur [68], [69],
[70].

Icerigindeki fenolik bilesikler ve propolis kanser hiicrelerini hedef alirlar, ancak
normal hiicrelere zarar vermezler ya da diisiik toksisite gosterirler. Propolis ile yapilan
bir c¢alismada, normal HUVEC hiicrelerine belli doza kadar hi¢ sitotoksisite
gostermezken, belli bir dozdan sonra ¢ok az sitotoksisiteye sebep oldugu gosterilmistir
[66].

Propolis icerigindeki bircok fenolik bilesiklerin farkli kanser hiicre hatlari
tizerindeki antitimor etkisi ve kanser hiicrelerine karsi olan sitotoksik etkisi farkli
caligmalarla desteklenmistir: Kafeik asit fenetil ester’in (CAPE) oral kanser hiicre
hatlarinda ¢ok giiclii antitiimoral etki sergiledigi [71], krisin’in; kanser hiicre hatlarinda
apoptotik etkisini [72], kuersetin’in in vitro ¢alismalarda melanom hiicre hatti
kullanilarak kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi inhibi edici 6zelligini ortaya koymustur
[73].

Propolisin yapilan ¢alismalarda hiicre dongiisiinde; S, Go/G1, G1, G2 ve Go/M
fazlarinda tutuklamaya/durdurmaya sebep olarak kanser hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkisi oldugu literatiirde mevcuttur. Tiim bu hiicre dongiisii stiregleri,

siklin/sikline bagl kinaz protein ve inhibitorleri sayesinde diizgiin ilerler. Caligmalarda
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incelenen bu proteinlerden bazilari; siklin D1, siklin Bl, p21, CDK4, siklin A ve
p27¢dir [17], [18], [19], [74].

Tablo 2-3: Propolis icerigindeki fenolik bilesikler ve bildirilen etkileri.

PROPOLIS

Antitiimoral Etki Kafeik asit fenetil ester, Kafeik asit, Sinnamik asit, Gallik asit,

Apigenin, Kuersetin, Galangin, Krisin, Kaemferol, Naringenin

Antibakteriyel Kafeik asit fenetil ester, Kafeik asit, Sinnamik asit, Apigenin,

Etki Kuersetin, Pinosembrin, Kaemferol, Galangin, Naringenin

Immiinomodiilator | Kafeik asit fenetil ester
Etki

Antifungal EtKi Galangin, Pinosembrin

Antiinflamatuar Pinosembrin,  Apigenin,  Kuersetin, Kaemferol, Krisin,

Etki Naringenin

2.7. Apoptoz

Apoptoz, genetik olarak programlanmis hiicre Sliimiidir ve iki ana yolak ile
meydana gelir: Ekstrinsik apoptotik yolak, tiimor nekroz faktoriiniin (TNF) reseptorleri
tarafindan uyarilir. Bu reseptérler Fas, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2’dir. Intrinsik apoptotik
yolak (mitokondriyal yolak), Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir. Bu yolagin

diizenlenmesi mitokondriden salinan sitokrom-c ile olur [75], [76].

Apoptoz hiicre membranindaki blebler (kabarcik) ile karakterizedir. Apoptoz
canliligin devam etmesi ig¢in gereken temel ve fizyolojik bir siiregtir. Bu siirecin
diizenlenmesinde kiiciik bir aksaklik kanser basta olmak tizere birgok patoloji ile

sonuglanabilmektedir [77].

Apoptoz siirecindeki hiicrelerin membran biitiinliikleri korunur fakat boyut

olarak kiigiiliir. I¢ katmanda bulunan fosfotidilserin fosfolipidi membranda ters dénerek




16

dis katmanda yerlesim gosterir. Apoptoz ATP bagimhidir. Apoptotik hiicreler
mitokondrilerinden sitokrom-c salgilar ve kromatini yogunlasir. Ardinda bu hiicreler
fagositozda gorevli makrofajlar tarafindan yok edilir. Apoptotik siirecte inflamasyonun
olmamast komsu hiicrelere hasar vermez ve bu durumun engellenmesi interlokin-10
(IL-10) ve doniistiirticii biiytime faktori-p (TGF-B) salgilamalar ile olur [77] (Sekil 2-
8).

Fostatidiserin, apoptotik}
hiicrelerin ylizeyinde
dis ortama maruz kahr,

Sekil 2-8: Hiicrelerde meydana gelen apoptoz siireci [77].

2.7.1. Sitokrom-c

Sitokrom-c¢ mitokondrinin i¢ zarinda bulunan ve apoptozun i¢ yolaginda etkili
olan bir proteindir. Mitokondriden sitokrom-c’ nin salinmasi; kaspaz kaskadinin

uyarilmasi ve bu da hiicrelerin apoptoza gitmesi anlamina gelmektedir [78], [79].

Bcl-2 apoptozun i¢ yologini ve mitokondriyal membran gegirgenligini kontrol
eden protein ailesidir. Bcl-2 mitokondrinin dis zarinda bulunan protein olup,
proapoptotik (Bax, Bak, Bid) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-X1) etkilere sahip ailenin
tiyesidir. Hiicrenin apoptoza gitmesi bu {yelerin konsantrasyonuna baghdir.

Proapoptotik {iyelerin konsantrasyonlarinin artmasi apoptozun meydana gelmesi,
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antiapoptotik iiyelerin konsantrasyonlarinin artmast apoptozun engellenmesi sonucunu
verir [78], [79].

Apoptotik uyarim ile sitokrom-c sitoplazmaya salinir, ATP varliginda Apaf-1’ e
(apoptoz-proteaz aktive edici faktor-1) baglanir ve apoptozom olusur. Prokaspaz-9
apoptozomla etkileserek, aktif kaspaz-9° a doniigiir. Kaspaz-9 ise prokaspaz-3° i
uyararak, kaspaz-3’ {in aktivasyonunu saglar ve kaspaz kaskadi tizerinden hiicrelerde

apoptozun baslamasi saglanmis olur [80], [81], [82].

2.8. Apoptozun Laboratuvarda Degerlendirilmesi
Apoptoz degerlendirilmesi DNA merdiveni, TUNEL, Annexin V ve akis
sitometrisi (Flow Cytometry) gibi belirtecler ile incelenebilmektedir [77].

Annexinler, hiicre membraninin i¢ yapraginda bulunan fosfotidilserine baglanan
protein ailesidir. Apoptotik siiregte fosfotidilserin i¢ yapraktan dis yapraga geger ve
boylelikle apoptotik hiicreler ayirt edilir. Annexin V immiinohistokimyasal veya akis
sitometrisi gibi yontemlerle gosterilebilmektedir. Bu yontem hiicre boyutu ve taneli
olma durumlarina gére sonug Verir. Apoptotik hiicrelerin boyutlar1 kiigiiktiir ve taneli

olma miktart normal hiicrelerden fazladir [77].

2.9. Hiicre Dongiisii

Canlilarda dogal biiylime siirecinin diizgiin ilerlemesi hiicre boliinmesi ile olur.
Hiicre biiyiime ve boliinme mekanizmalarimi kontrol eden olaylar dizisi “hiicre
dongiisii” (hiicre siklusu) olarak adlandirilir ve interfaz, mitoz, sitokinez olmak iizere ii¢

safthaya ayrilir [83], [84].

Interfaz, hiicresel bilyiimenin ve DNA sentezinin meydana geldigi safhadir.
Hiicrelerin birbirini takip eden boliinme asamalarinin gegtigi ve hayatlarinin uzun bir
boliimiinii gegirdikleri, hiicre siklusunun &nemli bir parcasidir. Interfaz sonucunda,
genetik materyal kopyalanir ve iki yavru hiicrenin yeterli materyali saglanmis olur.
Interfaz kendi i¢inde G1, S ve Gz olmak iizere ii¢ fazdan olusur. G1 fazi, hem RNA hem
de protein sentezinin gergeklestigi, hiicre i¢i yapilarin kopyalandigi, hiicrelerin
bliylidiigi ve S fazinda DNA sentezi icin yapilan bir hazirlik zamamdir. Gi1 fazi
uzunlugu hiicre tiirleri arasinda farklilik gosterir. Embriyonik hiicreler ¢ok hizl
boliindiigiinden Gi fazlar1 ¢ok kisa siirer. Diger yandan aktif olmayan olgun hiicreler

stirekli olarak bu fazda kalirlar. G1 fazinda olup hi¢ DNA sentez agamasina gecememis
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hiicreler dinlenme safhasi olan Go fazinda kalirlar. Go fazinda bir uyaranla karsilagsan
aktif olmayan hiicreler tekrardan hiicre siklusunun normal akigina katilabilirler. G
fazinin i¢inde yer alan smirlama noktasini gegen bir hiicre olursa, S fazindaki DNA
sentez fazina dogru bir yol izleyebilir. S fazi, DNA replikasyonunun gergeklestigi
asamadir. Bu fazin siiresi tiim hiicre tiirleri arasinda neredeyse aynidir ve 6 saat siirer.
G> fazi, hiicrenin biiylimeye devam ettigi ve niikleer boliinmeye hazirlandig1 zamandir.
DNA sentezinin basarili olarak gerceklestiginin onaylandig1r gilivenlik boslugudur.
Niikleer biitiinliglin takip edildigi bir kontrol noktasina sahiptir. Tiim hiicrelerde

yaklagik 4 saat siiren bir fazdir [83], [84].

Mitoz, niikleer boliinmenin gergeklestigi safhadir. Profaz, prometafaz, metafaz,
anafaz ve telofaz olmak {izere hiicrenin c¢esitli degisimlere ugradig1 bes fazdan olusur.

Hiicreler bu safhada 1 saat harcarlar [83], [84].

Sitokinez, sitoplazmik boliinme agsamasidir ve bunun sonucunda iki yavru hiicre
olusur. Hiicre dongiisiiniin saglikli ve diizglin ilerlemesini saglayan bu mekanizma
kontrol noktalar1 tarafindan denetlenir. Kontrol noktalarindaki fonksiyon bozuklugu ya
da aksaklik timor hiicresi olusumuna ve hiicre Oliimiine sebep olmaktadir. Hiicre
dongiisiiniin tim diizenlenmesi siklik proteinleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu
proteinler, hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca olan kontrol noktalarindan gegislerini
denetleyip destek olan, siklin ve siklin-bagimli kinazdan olusan iki proteinli kompleks
yapidir [83], [84].

2.9.1. p27

p27, siklin bagimli kinaz inhibitoriiddiir ve O©nemli bir hiicre dongiisii
diizenleyicisidir. Hiicre dongiisii; siklin bagimli kinazlar (CDK) bunlarin alt birimleri
olan siklinler ve inhibitdr proteinler araciligiyla saglikli olarak ilerler. p27 proteini,
siklinA/CDK2 ve siklinE/CDK2’ den olusan komplekslerin inhibitoriidiir. Bu
komplekslere baglanarak kinaz aktivasyonlarini kaybetmelerine sebep olur ve hiicre
dongiisiiniin  G1 fazinda durmasini saglar. p27° nin tiimor baskilayict 6zelligi,

siklinE/CDK2 kompleksiyle iligkisine ve ¢ekirdek yerlesimine baglidir [85], [86].

Calismalarda siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin, siklin bagimli kinaz
komplekslerinin asagi regiilasyonunu saglayarak, hiicre dongiisii proliferasyonunu

onledigi bildirilmistir [85], [86]. Ayrica p27’ nin asirt ekspresyonunun hiicre dongiisii
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proliferasyonunu Gi: fazinda durdurdugu, boylelikle hiicrelerin S fazina gegisini

engelledigi ve sonugta hiicreleri apoptoza indiikledigi de kanitlanmistir [87].

2.10. Hiicre Dongiisiiniin Degerlendirilmesi

Hiicre dongiisii BrdU, p27, siklin DI, siklin B1, p21, CDK4, siklin A gibi
markerlarla immiinohistokimyasal veya akis sitometrisi kullanilarak degerlendirilir
[17], [18], [19], [84].

Hiicre dongiisiiniin ya da hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi kanser
basta olmak iizere birgok hastaligin ilerlemesi hakkinda bilgi vermesi hem klinik a¢idan
hem de ila¢g arastirma-gelistirme agisindan Onemlidir. Bu asamada hiicre
proliferasyonunun degerlendirilmesi ve hiicre dongiisii analizi olmak iizere iki ana
metod kullanilir [84].

Hiicre proliferasyonunun analizi, DNA sentezi ve sitoplazmik prob diliisyonu
yontemleri kullanilarak yapilir. Hiicre dongiisii analizi, ¢alismalarda secilen hiicre
populasyonlarinin hiicre dongiisii faz dagilimlarini arastirmada kullanilan, DNA’y1
isaretlemek icin niikleik asit baglayan cesitli floresan boyalar ile dlgiilmesine olanak

saglayan bir yontemdir. Kanser arastirmalarinda 6nemli bir aragtir [84].
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3. GEREC VE YONTEM

In vitro kosullarda gergeklestirilen bu deneysel ¢alisma Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji Ve Embriyoloji Anabilim Dalinda hiicre laboratuvari,
doku Kkiiltiirii laboratuvari, 151k mikroskobu laboratuvari, elektron mikroskobu
laboratuvari ve cihazlari ile 151k mikroskobu ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre dongiisii proliferasyonu ve apoptoz igin hiicre
kiiltiiri ve isaretleme protokolii anabilim dalinda olup, son asamasi olan analiz islemleri
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dali’na ait Akim Sitometri (Flow Cytometer) cihazi kullanilarak,

programli hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii analizlerinin incelenmesi ile yapildi.

3.1. Calisma Oncesi Laboratuvar Hazirhg

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina baslamadan kontaminasyon riskine karsi once
laboratuvar ortaminin sterilizasyonu gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarina ait
ceker ocak, inkiibator gibi cesitli cihazlar, deneyde kullanilacak cam ve plastik iiriinler
ile tiim yiizeyler % 70’lik alkol ile silindi. Daha sonra tiim ortamin sterilizasyonu i¢in

laboratuvar UV 1s1k altinda bekletildi.

3.2. Calismada Kullamlan Gerecler

Gerecler Kullanim Amaci

Laminar Akim Kabini Pasaj yapmak, hiicrelere ilag ve propolis

dozlarini uygulamak

Inkiibator Hiicreler muhafaza etmek

Santrifiij Cihaz1 Ornekleri karistirmak ve hiicreleri kolay
ayirmak

Buzdolab1 Kimyasallar1 saklamak

Derin Dondurucu Kimyasallar1 saklamak

Etliv Sterilizasyon yapmak
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Ultra Mikrotom

Hiicre kesitleri almak

Ceker Ocak

Elektron takiplerini yapmak

Akim Sitometri Cihazi

Apoptoz ve proliferasyon analizlerini

incelemek

Hassas Terazi

Kimyasallar1 tartmak

Manyetik Karistiric

Sivilarin homojenizasyonunu saglamak

Faz-Kontrast Mikroskobu

Rutin hiicre kontrolleri ve migrasyon

takibi yapmak

Isik Mikroskobu

Ince kesit dncesi hiicre kontrolleri yapmak

Gegirimli Elektron Mikroskobu

Hiicrelerdeki ince yapisal degisiklikleri

incelemek

3.3. Calismada Kullanilan Maddeler

3.3.1. Gida Eki
Propolis (Ticari marka)

3.3.2. Kemoterapétik Ilac

Karboplatin (150 mg/15 ml) (KOCAK)

3.3.3. Kitler

Annexin V-FITC Apoptosis Staining/Detection Kit (Abcam-14085)

Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (BD-340242)

3.3.4. Antikorlar

Sitokrom-c (mouse anti-human) (Primer Antikor) (Santa Cruz-13560)

p27 (rabbit anti-human) (Primer Antikor) (Santa Cruz-528)

Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Sekonder Antikor) (Thermo Scientific)




3.3.5. Histokimyasal Boyalar ve Kromojenler
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Tripan Mavisi, Uranil Asetat, Kursun nitrat, Toluidin Mavisi, Mayer’in

Hematoksileni, AEC Kromojen, FITC, PI (propidyum iyodiir)

3.3.6. Diger Maddeler

Fetal bovine serum, DMEM/F-12 medyum, streptomisin, penisilin, glutamin,

PBS, osmiyum tetroksit, propilen oksit, epon, gluteraldehit, etil alkol, paraformaldehit,

hidrojen peroksit (H20>), distile su, su bazli kapama maddesi

3.4. Calisma Takvimi

Gin0 | Ginl Giin 2 Giin 3 Giin 4
1.Karboplatin | 1.Canlilik testi 1.Migrasyon testi 1.Canlilik testi
¥y Propglis 2.Akim sitometri | 2.Immiinositokimy | 2.Akim  sitometri
Hi doAQan analizleri asal boyama | analizleri
uere hiicrelere .
ekimi 3.Migrasyon testi (sitokrom-c) 3.TEM incelemesi
uygulanmasi (2.giin)
> Mi 4. immiinositokimyasal 4. immiinositokimy
Migrasyon . 3.Immiinositokimy
testi boyama  (sitokrom-c) asal boyama (p27)
(1.giin) asal boyama (p27) (2.giin)
(1.giin)
5.TEM takibi baslangi¢

3.5. Cahismada Kullanilan Yontemler

3.5.1. Hiicre Kiultiirii

Calismamiz deneysel bir calisma olup in vitro kosullarda gerceklestirildi.

Propolis ve karboplatinin ayr1 ve beraber kullanildiginda endometriyal adenokanserdeki

etkileri Ishikawa endometrium epiteli devamli hiicre hatt1 ve saglikli hiicreler iizerindeki

etkisi ise 3T3 fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak arastirildi.

Ishikawa ve 3T3 hiicre hattina, n ¢aligmalar1 yapildiktan sonra kemoterapdtik

ilag olarak 0,5 pl doz karboplatin ve 5 pl doz propolis verildi.

8 grup olarak calisildi :

Grup 1 : Kontrol grubu Ishikawa,
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Grup 2 : ishikawa + Propolis,

Grup 3 : ishikawa + Karboplatin,

Grup 4 : Ishikawa + Propolis + Karboplatin,
Grup 5 : Kontrol grubu 3T3 fibroblast,

Grup 6 : 3T3 fibroblast + Propolis,

Grup 7 : 3T3 fibroblast + Karboplatin,

Grup 8 : 3T3 fibroblast + Propolis + Karboplatin

seklindedir.

Hiicreler ekildikten bir giin sonra tutunmalar1 kontrol edilerek deneye baslandi.
Karboplatin ve propolis olmak tlizere deney maddeleri hiicre kiiltliriine eklendikten
sonra 24, 48 ve 72. saatlerde 6rneklerdeki etkiler icin testler uygulandi. Biitiin deneyler

ticer defa tekrarlandi.

Hiicre sayisi, canlilifi ve migrasyon; tripan mavisi ve yara iyilesme modeli
olmak ftizere sitolojik yontemlerle; sitokrom-c ve p27 immiinositokimyasal yontemle

151k mikroskobunda iki histolog tarafindan ¢ift kor olarak incelendi.

Hiicreler 24 ve 72 saat sonunda elektron mikroskobu icin takibe alindi.
Gegirimli elektron mikroskobu i¢in gerekli takip islemleri gerceklestirildi. TEM ile

incelenmesi iki histolog tarafindan gézlemsel olarak yapildi.

3.5.2. Hiicrelerin Proliferasyonu

Calismamizda -80 ve -196 °C de dondurularak muhafaza edilen ishikawa ve 3T3
hiicre hatt1 kullanildi. Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 hiicrelerinin proliferasyonu igin 25
ve 75 cm? ‘lik steril flasklar kullamildi. Hiicreler icin steril edilmis DMEM/F-12
medyumuna %10’luk fetal bovine serum, 100 ug/ml streptomisin, 100 1U/ml penisilin
ve 0.2 uM glutamin filtre edilerek konuldu. Proliferasyonu istenen hiicreler medyumun
bulundugu flasklara eklendi. Boylece Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 hiicrelerinin steril
flask zeminine tutunmasi saglandi. Ishikawa ve 3T3 hiicreleri % 95 hava ve % 5 CO;

iceren, 37 °C’li nemli inkiibatorde prolifere olmasi igin 72 saat bekletildi.
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3.5.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri % 80 konfluent olunca pasajlama islemine baslandi.
Flasklardaki medyum mikropipet yardimi ile uzaklastirildi ve flaskdaki mevcut hiicreler
kalsiyum ve magnezyum igermeyen fosfat tamponu ile yikandi. Daha sonra flask
zeminine tutunan hiicreler, % 2’lik tripsin eklendi ve kontrollii olarak Ishikawa
hiicreleri i¢in 6 dakika, 3T3 hiicreleri i¢in ise 1 dakika bekletilerek flask zemininden
kaldirildi. Eklenen tripsin miktar1 kadar flaska medyum ilave edildi. Ishikawa ve 3T3
hiicreleri flasktan yapilan pipetajin ardindan toplanarak, steril santrifiij tiipiine aktarildi.
Hiicreler santrifiijj cihazinda 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatant
uzaklastirildi. Bu islemin ardindan santrifiij tiipiine 2 ml medyum eklendi ve hiicreler
yapilan pipetajdan sonra medyum konulmus steril flasklara ekilerek inkiibatore

kaldirildi. Hiicreler haftada iki kez olmak {izere pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.5.4. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi
Steril flasklarda bulunan Ishikawa ve 3T3 hiicreleri pasajdakine benzer sekilde

tripsin ile zeminden kaldirildi.

Sekil 3-1: Hiicre sayiminda kullanilan Neubauer lam.

Hiicre sayimi, Neubauer lamui ile yapildi (Sekil 3-1). Hiicreler Neubauer laminin
zerrinde bulunan c¢ukurdan igeri birakildi ve {izerine lamel kapatilarak inverted
mikroskop altinda sayim yapildi. Goriilen 4 biiylik karedeki hiicreler sayildi, 4’e

boliindii, 10* ile garpildr ve diliisyon miktarmin garpimu ile kullanacagimiz hiicre sayisi
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belirlendi. Minimum hiicre sayis1 1x10° seklinde her bir kuyucuga eklendi. Calismadaki
her grup i¢in sayimlar yapildi.

Toplam Hiicre Sayis1 / ml = Sayilan Hiicrelerin Ortalamasi x 10* x Medyum
Miktar1

formiila kullanildi.

3.5.5. Canhilik Deneyi
Canli hiicre sayisini belirlemek igin tripan mavisi testi uygulandi [88]. Tripan
mavisi testinde canli hiicreler mikroskop altinda boyanmadan seffaf, 6lii hiicreler ise

membran biitiinliikkleri bozuldugundan boyayi alip mavi goriindiiler.

1x10° hiicre/mL olan siispansiyondan 100 pl alinarak baska bir ependorf tiipiine
kondu ve tizerine 100 pl % 4’liik tripan mavisi soliisyonu eklendi ve 5 dakika bekletildi
(Sekil 3-2). Daha sonra bu karigimdan 10 pl alimarak Neubauer laminda sayim

yapilmasi i¢in inverted 1sik mikroskobu altinda hiicreler incelendi ve fotograflandi.

Sekil 3-2: Deney gruplarimin tripan mavisi boyasi ile boyanma asamasi.

Canlt hiicre orani (%) = Boya Almamigs Hiicrelerin Sayisi / Toplam Hiicre Sayisi
x 100

formiilii ile hesaplandi.

24 ve 72. saatler arasindaki degisim,
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% of change = - (24. saat degeri — 72. saat degeri) / 24. saat degeri X 100

formiilii ile hesaplandi.

3.5.6. Doz Belirleme Deneyi

Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 iizerinde yapilacak olan calismamiz igin,
karboplatin dozuna eklenecek olan su veya alkol bazli propolisin kullanilacak uygun
dozu i¢in deney diizenegi kurularak literatiirdeki diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda 2, 3, 10, 50, 100 ve 500 pl dozlar denenerek 6n ¢alisma
gerceklestirildi [89], [90], [68] (Sekil 3-3). On ¢alisma doz belirleme deneyinde, 72 saat

sonunda hiicrelerdeki canlilik ve morfolojik 6zellikler mikroskop altinda incelendi.

Sekil 3-3: Propolis doz belirleme gruplari.

Karboplatin i¢in uygulanacak karboplatin dozu 0,1, 0,5 ve 5 pul olarak literatiire
gore, Ishikawa hiicre hatt1 kullanilarak 6n calisma gerceklestirildi [91], [92] (Sekil 3-4).
72 saat sonunda hiicre sayimi ve tripan mavisi ile canlilik testi yapilarak uygun

karboplatin dozu belirlendi.
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Sekil 3-4: Propolis ve karboplatin doz belirleme gruplari.

Ishikawa hiicreleri igin uygun alkol bazli propolis dozu 5 pl olarak belirlendi.

Kemoterapotik olarak kullanilacak olan karboplatin dozu da 0,5 pl olarak belirlendi.

3.5.7. Propolis ve Karboplatin Dozlarimin Hiicre Hatlarina Uygulanmasi

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri % 80 konfluente ulastiklarinda sayma kamarasinda
sayilarak gerekli hiicre sayisi elde edildi. Calismada 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplari
kullanildi. 8 grup ve bu gruplarin 24. ve 72. saatlerdeki liger tekrar1 i¢in kuyucuklara 2
ml DMEM-F12 taze medyum konuldu. Canlilik oran1 % 100 olan 1x10° adet ishikawa
ve 3T3 hiicresi ekildi. 24 saat sonra kuyucuklardan eski medyum uzaklastirildi.
Calismada kullanilacak olan propolis ve karboplatin eklendi ve taze medyum
takviyesinin ardindan, hiicreler % 5 CO2 ve % 95 hava igeren 37 °C’lik inkiibatorde 24
ve 72 saat bekletildi. Her iki saat diliminde de hiicreler % 4’liik tripan mavisi boyasi ile

boyanarak sayma kamarasinda sayildi ve canli hiicre sayisi belirlendi.

3.5.8. Akim Sitometri Analizleri

3.5.8.1. Apoptozun incelenmesi

Akim sitometride Annexin V-FITC /Pl ile hiicrelerdeki apoptozun incelenmesi
esast, normalde plazma mebraninin i¢ katmaninda yer alan fosfotidilserin’in apoptoz ile
membranda fosfolipid asimetrisi kaybina sebep olarak plazma mebranin dis katmanina
gecerek burada Annexin V-FITC’nin fosfotidilserin’e baglanmasi ile renkli floresans

yaymasina dayanir [93].

Calismada propolis ve karboplatin’in dozlar1 24. ve 72. saatlerde incelenmek

iizere, kuyucuklarda bulunan 1x10° adet % 100 canl1 Ishikawa ve 3T3 hiicreleri iizerine
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eklenerek inkiibatore kaldirildi. Hiicreler Annexin V-FITC/PI kiti ile inkiibasyondan
once tutunduklar1 zeminden tripsin ile kaldirildi ve ardindan bir kez serumla yikandi.
Daha sonra tireticinin onerdigi lizerine (Ab14085) 500 pl Annexin V baglama tamponu
eklendi ve tekrar siispanse edildi. Bu islemin ardindan 5 ul Annexin V-FITC ve 5 ul Pl
(propidyum iyodiir) eklenerek, oda sicakliginda karanlik ortamda 5 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra hiicrelerdeki apoptozun arastirilmasi i¢in akim sitometri cihazinda
Olctim ve incelemeler yapildi. Hiicre hatlarinin popiilasyon karakterini belirlemek i¢in
oncelikle boyanmamis Ishikawa ve 3T3 hiicrelerinin bulundugu flow tiipler cihaza
okutuldu. Daha sonra sirastyla kontrol, propolis, karboplatin ve propolis+karboplatin

grubu okutularak sonuglar karsilastirildi.

3.5.8.2. Hiicre Dongiisiiniin Incelenmesi

Ishikawa ve 3T3 hiicrelerinde propolis ve karboplatinin ayri ve birlikte
uygulandiginda hiicre dongiisiiniin hangi fazlarinda etkili oldugunun incelenmesi akim
sitometri cihazi ile gergeklestirildi. Calismada 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
2x10° hiicre ekilerek, belirlenen propolis ve karboplatin dozlar1 eklendi ve 24, 72.
saatlerde incelemeler iicer defa tekrarlandi. Hiicre siispansiyonu oda sicakliginda 5
dakika 300 g’de santrifiij edildi. Tipte yaklasik 50 ul kalacak sekilde siipernatant aspire
edildi. Daha sonra peletin tizerine 1 ml tampon ¢6zelti eklenerek, diisiik hizda vorteks
isleminin ardindan hiicreler tekrar siispanse edildi ve bu islem 3 kez gergeklestirildi.
Hiicreler daha sonra oda sicakliginda 5 dakika 400 g’de santrifiij edilerek, tiim
siipernatat tlipten uzaklastirildi. Bu islemlerin ardindan hiicrelere 50 pl soliisyon A
(tripsin tamponu) eklenerek, elde hafifce karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi ve soliisyon A aspire edilmeden hiicrelere 40 pl soliisyon B (tripsin inhibitorii ve
RNaz tamponu) eklenerek, elle hafif¢e ¢alkaland1 ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra 40 pl soliisyon C (PI boyama soliisyonu) eklenerek, calkalandi ve
buzdolabinda 10 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan numuneler 35 pm’hik filtrelerden
siiziildii ve incelenmeleri igin akim sitometri cihazina uygun hale getirildi. Ilk olarak
Ishikawa ve 3T3 hiicrelerinin bulundugu boyasiz flow tiipler okutuldu ve hiicre

karakterleri belirlendi. Daha sonra sirasiyla tiim deney gruplari tek tek cihaza okutuldu.
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Sekil 3-5 : Calismada kullanilan akim sitometri cihazi.

3.5.9. Migrasyon Testi

Migrasyon testi i¢in yara iyilesme modeli ile hiicrelerin gogli izlendi [66].
2x10° hiicre/ml hiicre siispansiyonu kullamldi. Flask tabanmna mavi cam kalemi
kullanilarak 15 yatay dogru c¢izildi ve sonrasinda bu dogrulara dik olacak sekilde 3 ¢izgi
cekildi. ishikawa ve 3T3 hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma ekilerek zemine
tutunup tiim alan1 kaplamasi i¢in 48 saat bekletildi. Daha sonra hiicrelerin ekildigi
kuyucuklara pipet ucu ile 3 paralel ¢izik olusturuldu (Sekil 3-6). Hiicre kalintilariin
giderilmesi i¢in kuyucuklar 2 kez medyum ile yikand1 ve taze medyum eklenip, dozlar1
verildi. Hiicreler 0, 24 ve 48. saatlerde ¢izgi kesigsmelerindeki 45 farkli noktada bulunan
cizik genigligi inverted mikroskop altinda 10x’luk biylitmede takip edildi ve

fotograflandi. Sonuglar Image J programu ile 6l¢iildii.

Siireler arasindaki degisim,

% of change = - (0. saatte dlgiilen mesafe — 24. saatte 6lgiilen mesafe) / 0. saatte

Olciilen mesafe x 100
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% of change = - (0. saatte Olgiilen mesafe — 48. saatte Olgiilen mesafe) / 24.

saatte Olgiilen mesafe x 100
formiilleri ile hesaplandi.

Hiz degisimleri,
migrasyon hizi = 24. saatte 6l¢iilen mesafe — 0. saatte Ol¢iilen mesafe / 24 saat
migrasyon hizi = 48. saatte Olciilen mesafe — 0. saatte dlciilen mesafe / 48 saat

formiilleri ile hesaplandi.

A

Sekil 3-6: Migrasyon testi fotograflanan alanlarin ¢izimi.

3.5.10. immiinositokimyal Boyama

Immiinositokimyasal yoéntem sitokrom-c ve p27 antikorlar1 uygulanarak
kullanildi [94], [95]. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii flasklarina steril yuvarlak lameller
yerlestirildi. Lameller iizerine 3x10* sayida Ishikawa ve 3T3 hiicreleri ekildi. Ekilen
hiicreler zemine tutunmalar1 igin 1 saat inkiibatérde bekletildi. Uzelerine 2 ml taze
medyum ilave edilerek, 24 saat inkiibatorde bekletildi. Kontrol, propolis, karboplatin ve
propolis-karboplatin deney gruplar1 olusturularak, 5 pl propolis ve 0,5 ul karboplatin
dozlar1 hiicrelere uygulandi. Hiicreler 37 °C ‘de % 5 CO2 olan 24 saatlik grup sitokrom-
C i¢in ve 48 saatlik grup p27 i¢in hazirlandi. Siire sonunda kuyucuklardaki medyum
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Yuvarlak lamelde bulunan hiicreler iizerine %
4’ luk paraformaldehit eklenerek tespit edildi. Boyama islemine kadar PBS’ de
bekletildi.



31

Yuvarlak lameller kuyucuklardan ¢ikarilarak 3 kez 2 dakika parafilm tizerindeki
distile suda, ardindan 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi. Daha sonra hidrojen peroksitte
(H202) 5 dakika bekletilerek, endojen peroksidaz bloklamasi saglandi. 3 kez 5 dakika
PBS ile yikandi ve ardindan 5 dakika blok serumda bekletilerek nonspesifik antikor

baglanmas1 engellendi.

Immiinositokimya islemleri i¢in primer antikorlar (sitokrom-c, 1:100 ; p27,
1:100) uygulanarak, bir gece +4 °C’ de inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler 2 kez 2
dakika PBS’ de bekletildi. Daha sonra hiicreler sekonder antikorda (Biotinylated Goat
Anti-Polyvalent) 1 saat bekletildi ve ardindan 2 kez 2 dakika PBS’ den gegirildi.
Lamellere streptavidin damlatilarak 30 dakika bekletildi. Siire sonunda lameller 2 kez 2
dakika PBS ile yikandi. Hiicreler AEC kromojen ile boyand: ve distile su ile yikandi.
Zit boyama i¢in Mayer’ in hematoksileni (sitokrom-c i¢in) Kullanildi ve hiicreler ¢esme
suyu ile yikandi. Islemler sonunda hiicreler su bazli kapatici ile kapatilarak, 1sik

mikroskobunda incelendi, sayimlari yapildi ve fotograflandi.
Boyanan Hiicre Orani (%) = Boyanan Hiicre Sayis1 / Toplam Hiicre Sayis1 x 100

formiilii ile hesaplandi.

3.5.11. Hiicrelerin ince Yapisal Degisikliklerinin Gecirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) ile Incelenmesi

Calismada kullanilan Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 kuyucuklara 5x10° canli hiicre

olarak ekildi. 8 grubun 24 ve 72. saat 6rnekleri TEM i¢in takibe alindi.

Ishikawa ve 3T3 hiicre hatti medyumlar1 uzaklastirildi ve tripsinle kaldirilarak
15 mP’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi. 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist

medyum uzaklastirilarak isleme alindu.

Hiicreler primer fiksasyon igin % 2,5’luk gluteraldehit soliisyonunda +4 °C’de
30 dakika bekletilerek tespit edildi. Biitiin islemler ¢eker ocak altinda gergeklestirildi.
Hiicreler daha sonra PBS ile yikandi ve +4 °C’de 10 dakika bekletildi. Hiicre
sispansiyonu santrifiij cihazinda 400 g’de 5 dakika santrifiij edilerek siispansiyondaki

PBS uzaklastirildi.

Sekonder fiksasyon i¢in % 1°lik osmik asit hiicrelere eklenerek, +4 °C’de 1 saat

bekletilerek ikinci tespit islemi yapildi. Daha sonra osmik asit uzaklastirildi ve ara
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yikamalarin ardindan, % 1’lik uranil asetatta 20 dakika buzdolabinda bekletildi.

Hiicreler 400 g’de 5 dakika santrifiij edilerek uranil asetat uzaklastirildi.

Hiicreler yumurta aki ile muamele edildi. Ardindan % 30’luk ve % 50’lik etil
alkolde 10 dakika bekletildi. Hiicreler artan konsantrasyonlarda etil alkol serilerinden
gecirildi. % 90 , % 96 ve 2 kez % 100’liik etil alkolde bekletildi. Bu iglemlerin sonunda

dehidratasyon islemi tamamlanmis oldu.

Hiicreler 1/1 oraninda hazirlanmis propilen oksit/epon karisiminda 1 saat, 1/3
oraninda hazirlanmis propilen oksit/epon karisiminda 1 saat ve son asamada saf eponda
1 saat bekletildi. Daha sonra hiicreler igerisinde saf epona gomiildii. 60 °C’lik etiivde 18

saat polimerize edildi.

Ultramikrotomla once cam bigakla 1 pm yart ince kesitler alindi ve toluidin
mavisi ile boyandi. Isik mikroskobunda incelendi ve ince kesit i¢in alanlar belirlendi.
Ardindan ultramikrotomda elmas bigakla 60 nm kalinliginda ince kesitler alind1 ve 100
meslik bakir gridlere aktarildi. Son olarak bakir gride alinan kesitlere % 5°lik uranil
asetat ve kursun nitrat ile kontrastlama yapildi ve TEM ile incelemeye uygun hale
getirildi.

Hiicrelerin TEM ile incelenmesi iki histolog tarafindan gozlemsel olarak yapildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Calismanin istatiksel analizlerinde GraphPad Prism 9.2.0 (Software, California,
ABD) programi ve MS-Excel 2013 kullanildi. Tiim verilerde Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri ile normal dagilim kontrol edildi. Grup i¢i degerlendirmeler
normal dagilim gosteren gruplarda, One-way ANOVA testi ve post-hoc Tukey testleri,
normal dagilim gostermeyen gruplarda ise, Kruskal-Wallis ve post-hoc Dunn’s testleri
yapildi. Gruplar aras1 degerlendirmeler, ise Student’s t testi ve Mann-Whitney U testi
uyguland1. 24. ile 72. saat karsilastirmalar1 Paired t-testi ile yapildi. Istatiksel sonuglarda
p<0,05 giiven aralig1 anlaml1 kabul edildi. Normal dagilim gosteren gruplarda ortalama
+ standart sapma seklinde, normal dagilim gostermeyen gruplarda medyan seklinde
gosterildi. Calismada yapilan {iglii tekrarlarin ortalamasi alindi. Canlilik ve migrasyon
deneylerinde zaman dilimi degisimleri % of change formiilii ile hesaplandi. Apoptoz
verileri flow sitometri analiz programi ile yapildi. Hiicre dongiisii analizleri ModFit

analiz programi ile yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. Propolis ve Karboplatin Dozlarimin Hiicre Hatlarina Uygulanmasi

Ishikawa hiicre hatt1 deney gruplari, kontrol grubuyla goézlemsel olarak 151k
mikroskobu ile karsilastirildiginda tiim deney gruplarinda hiicre proliferasyonunun daha
az oldugu gozlendi ve propolis+karboplatin deney grubunda en fazla oldugu gorildii
(Sekil 4-1).

3T3 hiicre hatt1 deney gruplar1 incelendiginde propolis ve karboplatin dozlari

uygunan gruplarda boyle bir etki gézlenmedi (Sekil 4-2).
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Sekil 4-1: Ishikawa hiicreleri propolis ve karboplatin dozlar1 uygulanmis deney gruplari
inverted mikroskop goriintiileri. A) Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D)
Propolis+karboplatin deney gruplari. Siyah ok: hiicre ¢ogalmasimin az oldugu
(B) ve olmadig acikliklar (D) gostermektedir. 20x biiyiitme. Bar: 10 pm

Sekil 4-2: 3T3 fibroblast hiicre hatti propolis ve karboplatin dozlar1 uygulanmis deney
gruplar inverted mikroskop goriintiileri. A)Kontrol B)Propolis C)Karboplatin
ve D)Propolistkarboplatin deney gruplari. Deney gruplarindaki hiicre
cogalmasinda bir farkhhk goriilmemektedir. 20x biiyiitme. Bar: 10 pm
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4.2. Canhlik Deneyi

Ishikawa ve 3T3 hiicre hatti, 24. ve 72. saatlerde incelenmek iizere, deney
gruplar1 olusturuldu ve tripan mavisi boyasi ile boyanarak degisimler karsilastirildi.
Veriler normal dagilimliydi. Her deney grubu iicer kez tekrar edildi. Ug &lgiimiin

ortalamasi alindi1 ve tek deger elde edildi.

Ishikawa 24. saat sonuclari

Ishikawa hiicre hatt1 deney gruplar1 kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
tim gruplarda fark vardi ve canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu

saptandi (p<0,05) (Tablo 4-1 ve Sekil 4-3).

3T3 24. saat sonuclari

3T3 hiicre hatt1 deney gruplar1 kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, tiim
deney gruplarindaki canlilikta bir fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4-1 ve Sekil 4-3).

Tablo 4-1: Ishikawa ve 3T3 hiicre hattinda ilaclarin 24. saatteki canhlik iizerine etkileri.

% Canlilik | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p

n=3 n=3 n=3 n=3
Isc 96,23+ 1,6 | 82,24+ 6,5%* 83 +3,9* 81,53 +3,8%* p<0,01
3T3 95,15+£0,7 | 9530+2,1 96,30 £ 1,6 95,79+ 2,0 p>0,05

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0,05 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-3: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saatteki ortalama canlihk yiizdeleri. *p<0,05
ns: anlamh degil

ishikawa 72. saat sonuclari

Ishikawa hiicre hatt1 propolis ve propolis+karboplatin gruplari, kontrol grubuna
gore fark anlamliydi ve canliliklarin daha diisiik oldugu saptandi (p<0,01). Propolis ve
propolistkarboplatin gruplarindaki azalmalarin karboplatin grubuna gore daha fazla

oldugu goriildii (p<0,01) (Tablo 4-2 ve Sekil 4-4).

3T3 72. saat sonuclari

3T3 hiicre hatt1 kontrol grubuna gore karsilastiridiginda, deney gruplarinda fark
bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4-2 ve Sekil 4-4).
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Tablo 4-2: Ishikawa ve 3T3 hiicre hattinda ilaglarin 72. saatteki canhlik iizerine etkileri.

% Canlilik | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p

n=3 n=3 n=3 n=3
Isc 95,46 £0,8 | 87,95+ 2,5%* | 96,20 +0,8 85,24 + 1,9%* p<0,001
3T3 96,03+1,4 | 9791+1,0 | 96,96+0,9 98,02+ 0,9 p>0,05

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirldiginda **p<0,01 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-4: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 72. saatteki ortalama canhlik yiizdeleri. **p<0,01
ns: anlamh degil




ishikawa ve 3T3 24. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Gruplar karsilikli olarak karsilastirildiginda, Ishikawa ve 3T3 hatt1 deney

gruplar1 24. saatteki canlilik verileri propolis gruplar1 (p<0,05), karboplatin gruplari

(p<0,01) ve propolistkarboplatin gruplar1 (p<0,01) arasindaki fark anlamliydi. Kontrol

gruplar arasinda bir fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saatteki ortalama canhlik yiizdeleri gruplar

arasi karsilastirma. **p<0,01 *p<0,05 ns: anlamh degil

ishikawa ve 3T3 72. saat gruplar arasi karsilastirma sonuclari

Gruplar Karsilikli olarak karsilastirildiginda, Ishikawa ve 3T3 hatti deney

gruplar1 72. saatteki canlilik verileri propolis gruplar1 ve propolistkarboplatin gruplari

arasindaki fark anlamliydi (p<0,01). Kontrol gruplar1 ve karboplatin gruplar1 arasinda

fark anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 72. saatteki ortalama canlibk yiizdeleri gruplar
arasi karsilastirma. **p<0,01 ns: anlaml degil

Ishikawa 24 ve 72. saat degisim sonuclari

Zaman dilimleri arasindaki gegis % of change formiilii ile hesaplandi. Ishikawa
hiicre hatt1 deney gruplarindaki canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut

degildi (p>0,05).

3T3 24 ve 72. saat degisim sonuclari

Zaman dilimleri arasindaki gecis % of change formiilii ile hesaplandi. 3T3 hiicre

hatt1 deney gruplarindaki canlilik oranlar1 anlamli farka sahip degildi (p>0,05).
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Tablo 4-3: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 deney gruplarinda 24. ile 72. saatlerdeki canhlik

oranlar1.
% Canlilik | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
n=3 n=3 n=3 n=3
Isc 24 96,23 £1,6 | 82,24 +6,5* 83 +£3,9* 81,53 +3,8* p<0,01
37324 95,15+0,7 | 95,30+2,1 96,30 £ 1,6 95,79 £2,0 p>0,05
Isc 72 95,46 £0,8 | 87,95 +2,5%* | 96,20+ 0,8 85,24 + 1,9** p<0,001
31372 96,03+1,4 | 9791+1,0 | 96,96+0,9 98,02+ 0,9 p>0,05

Hiicre hatlar1 kontrol grubu ile karsiastirildiginda *p<0,05 **p<0,01 Isc:Ishikawa

Sekil 4-7: A) Ishikawa hiicreleri ve B) 3T3 hiicreleri tripan mavisi canhlik testi inverted
mikroskop goriintiileri. Siyah ok: canh hiicre, kirmizi ok: 6lii hiicre. Biiyiitme
10x. Bar: 50 pm

4.3. Akim Sitometri Analizleri

4.3.1. Apoptozun Incelenmesi

Hiicrelerdeki apoptozun incelenmesi igin, tiim gruplar Anneksin-V-FITC/PI

boyasi ile boyanarak akim sitometride incelendi. Her iki hiicre hatti i¢in 24. ve 72.

saatlerdeki etkileri kargilagtirildi. Veriler normal dagilimliydi. Her deney grubu tiger kez

tekrar edildi. Ug 6l¢iimiin ortalamasi alind1 ve tek deger elde edildi.
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ishikawa 24. saat sonuclari

Propolis (p<0,001), karboplatin (p<0,05) ve propolistkarboplatin (p<0,001)
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda apoptoz degerlerinde anlamli fark goriildii.
Propolis ve propolistkarboplatin  deney gruplar1  karboplatin  grubu ile

karsilastirildiginda apoptozun arttigi saptandi (p<0,001) (Tablo 4-5 ve Sekil 4-8).

3T3 24. saat sonuclari

Deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda apoptoz oranlarinda anlamli
bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 4-5 ve Sekil 4-8).

Tablo 4-4: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat apoptoz oranlari.

Apoptoz | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p

Oram % | -3 n=3 n=3 n=3

Isc 568+0,2 | 12,26 £ 0,4*** | 6,47 +0,2* 12,04 + 0,3%** p<0,001
3T3 4,15+ 0,4 3,61+0,02 4,16 + 0,05 3,69+0,1 p>0,05

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0,05 ***p<0,001 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-8: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat hiicrelerdeki ortalama apoptoz oranlari.
**%p<0,001 *p<0,05 ns: anlamh degil

Ishikawa 72. saat sonuclari

Propolis ve karboplatin grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, fark
anlamliydi ve apoptozun arttigi saptandi (p<0,001). Fakat propolis+karboplatin
grubundaki apoptoz artig1 anlamli degildi (p>0,05). (Tablo 4-6 ve Sekil 4-9).

3T3 72. saat sonuclari

Propolis (p<0,001) ve karboplatin grubu (p<0,01) kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda bir fark saptandi. Propolis+karboplatin grubunda anlamli bir fark
yoktu (p>0,05). Propolis grubu propolist+karboplatin grubu ile karsilastirildiginda, fark
anlamliydi (p<0,001) (Tablo 4-6 ve Sekil 4-9).



Tablo 4-5: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 72. saat apoptoz oranlari.
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Apoptoz | Kontrol Propolis Karboplatin Propolis+Karboplatin | p

Oram % | _3 n=3 n=3 n=3

Isc 1,89+0,02 | 4,14 +£0,06%** | 4,0+ 0,3*** 2,04+0,1 p<0,001
3T3 1,78 £0,03 | 4,48 £0,02%** | 1,58 £ 0,03** 1,72 £ 0,05 p<0,001

Hiicre hatlart kontrol grubu ile karsuastirildiginda **p<0,01 ***p<0,001 Isc:Ishikawa

Sekil 4-9: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 72. saat ortalama apoptoz oranlari. ***p<0,001
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ishikawa ve 3T3 24. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Kontrol gruplart (p<0,01), propolis gruplari, karboplatin gruplar1 ve
propolis+karboplatin (p<0,001) gruplar1 arasinda, fark anlamliydi ve Ishikawa hiicre

hattinda apoptozun istatistiksel olarak arttig1 goriildii (Sekil 4-10).

15- * ¥k * % %

|—| |_| Hl Isc

E 3T3

Hiicrelerdeki Apoptoz Orani %

Q
&

Deney Gruplari

Sekil 4-10: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat gruplar arasi ortalama apoptoz oranlar:
karsilastirilmasi. ***p<0,001 **p<0,01

ishikawa ve 3T3 72. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Kontrol gruplari, karboplatin gruplar1 ve propolist+karboplatin gruplar: arasinda,
fark anlamliydi ve Ishikawa hiicre hattinda apoptozun istatistiksel olarak artti1 goriildii

(p<0,01). Propolis gruplari arasinda fark anlamliydi (p<0,01) (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 72. saat gruplar aras1 ortalama apoptoz oram
karsilastirilmasi. **p<0,01

Ishikawa 24 ve 72. saat degisim sonuclari

Tiim deney gruplarinda 24. saate gdre apoptoz oraninda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma mevcuttu (p<0,001).

3T3 24 ve 72. saat degisim sonuclari

Propolis grubu disindaki tiim deney gruplarinda 24. saate gore apoptoz oraninda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1 (p<0,001).



Tablo 4-6: ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. ile 72. saatlerdeki apoptoz oranlari.
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Apoptoz | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p

Oram % | -3 n=3 n=3 n=3

Isc 24 5,68+0,2 | 12,26 +£0,4*** | 6,47 £0,2* 12,04 + 0,3*** p<0,001

3T324 4,15+0,4 3,61 £0,02 4,16 +0,05 3,69 + 0,1 p>0,05

Isc 72 1,89 £0,02 | 4,14 £0,06*** 4,0 2,04+0,1 p<0,001
0,3***

31372 1,78 £ 0,03 | 4,48 £ 0,02*** 1,58 £ 1,72 £ 0,05 p<0,001
0,03**

Hiicre hatlart  kontrol grubu ile karsilastirddiginda *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Isc:Ishikawa
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Ishikawa hiicreleri 24.saat apoptoz sonuclari
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3T3 hiicreleri 24.saat apoptoz sonuclari
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Ishikawa hiicreleri 72.saat apoptoz sonuclari
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3T3 hiicreleri 72.saat apoptoz sonuclari
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Sekil 4-12: ishikawa ve 3T3 hiicreleri apoptoz sonuclari. a) Kontrol b) Propolis c)
Karboplatin d) Propolistkarboplatin deney gruplari. Q2-1: nekroz Q2-2: erken
apoptoz Q2-3: canl hiicre Q2-4: gec apoptoz yiizlerini gostermektedir. Konumuz
apoptoz oldugu icin erken ve ge¢ apoptoz oranlari toplamlar1 alinmstir ve
nekroz oranlari calismaya dahil edilmemistir.



4.3.2. Hiicre Dongiisiiniin Incelenmesi
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Ug tekrar ile calisilan deney gruplarmin ortalamalart karsilastirildiginda hiicre

dongiisii verilerinde anlamli fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4-8 ve Sekil 4-13).

Tablo 4-7: ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. ile 72. saatlerdeki hiicre dongiisii faz dagilimlar.

% Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin
n=3 n=3 n=3 n=3
Isc24 | G1 81,1404 | 82,52+12 | 82,12+0,5 82,15+ 1,5
S 13,43+£0,3 | 13,06+0,7 | 12,79+0,6 13,43 £ 0,7
G2 542+03 442 +1,6 5,08 £0,1 4,42 +£0,9
37324 |G1 68,7934 | 62,88+75 | 6554+44 69,46 + 3,1
S 2456 +0,2 | 30,69+4,5 | 26,95+0,9 27,09+ 1,4
G2 6,65+33 6,43 + 3,0 7,51 +4,5 345+23
Isc72 |Gl 72,11 +0,8 | 70,06 3,0 | 70,73 +1,5 69,31 £2,0
S 2296+04 | 2499+28 | 24,73+ 1,3 25,43 +2,6
G2 4,93 £0,5 4,95+0,5 4,54 +£0,3 5,26 +£0,8
31372 |Gl 69,30+ 1,7 | 69,23 +1,7 | 70,16 +1,0 70,04 £ 0,7
S 2438 +1,0 | 24,33 +3,0 | 23,19+2,0 2428+ 0,3
G2 6,33+0,8 6,44+ 1,4 6,66 + 1,4 5,68 £0,9

p>0,05 Isc:Ishikawa




Ishikawa hiicreleri 24.saat hiicre déngiisii sonuclari
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Sekil 4-13: Ishikawa ve 3T3 hiicreleri hiicre dongiisii sonuclari. a) Kontrol b) Propolis c)
Karboplatin d) Propolistkarboplatin deney gruplari. Kirmizi: G1 Mavi: G2
Yesil: S fazlarim Sari: bozulmus hiicre Turkuaz: yigilmis hiicre oranlarim
gostermektedir.
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4.4. Migrasyon Testi
Deney gruplar1t migrasyon oranlar1 % of change formidilii ile hesapland1 ve veriler
normal dagilimhi degildi. Migrasyon hizi verileri normal dagilim sergiledi ve hiz

formiilii ile hesaplandi. Olgiimlerin ortalamasi, medyam alind1 ve tek deger elde edildi.

ishikawa 24. saat sonuclari

Tiim deney gruplarindaki migrasyonda kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak
anlamli bir fark mevcuttu ve migrasyonun daha diisiik oldugu gorildi (p<0,01).
Propolis+karboplatin deney grubu propolis grubu ile karsilastirildiginda, migrasyonun
daha az oldugu saptand1 (p<0,01) (Tablo 4-9 ve Sekil 4-14).

3T3 24. saat sonuclari

Tiim deney gruplarindaki migrasyonda kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak
anlamli bir fark mevcuttu ve migrasyonun daha fazla oldugu gorildi (p<0,05),
(p<0,001) (Tablo 4-9 ve Sekil 4-14).



Tablo 4-8: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat migrasyon oranlari.
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Migrasyon Kontrol | Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Orant % n=30 | n=30 n=30 n=30

Isc

Ortalama 72,3349 | 55,9982 45,5329 37,9827

Medyan 75,2703 | 54,9470** | 44,9562** 38,0616** p<0,01
En Kiiciik | 33,34552 | 33,4221 10,15786 13,20287

Deger

En Biiyiik | 86,9955 | 77,04941 74,63028 56,76441

Deger

3T3

Ortalama 62,6371 | 72,5880 75,8069 81,5884

Medyan 62,6737 | 76,7040* 79,2648* 86,0154*** p<0,001
En  Kigik | 22,36703 | 33,03601 | 53,52427 35,38843

Deger

En Biiyiik | 82,38997 | 94,62383 92,89593 95,51865

Deger

Hiicre hatlart kontrol grubu ile karsilastinldiginda *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Isc:Ishikawa
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Sekil 4-14: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat medyan migrasyon oranlari. ***p<0,001
**p<0,01 *p<0,05

ishikawa 48. saat sonuclari

Tim deney gruplarindaki migrasyon oranlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu ve migrasyonun daha

az oldugu goriildi (p<0,01) (Tablo 4-10 ve Sekil 4-15).

3T3 48. saat sonuclari

Propolis ve propolistkarboplatin gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi ve migrasyonun daha fazla oldugu saptandi
(p<0,01). Propolis (p<0,05) ve propolistkarboplatin (p<0,01) deney gruplari
karboplatin grubu ile karsilastirildiginda, anlamli bir farka rastlandi ve migrasyonun
daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 4-10 ve Sekil 4-15).



Tablo 4-9: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat migrasyon oranlari.

53

Migrasyon Kontrol | Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Oram™ |n=30 | n=30 n=30

Isc

Ortalama 98,1755 76,6060 78,6543 74,2704

Medyan 98,4695 | 77,1819** | 80,5124** 76,3472** p<0,01
En  Kiiciik | 94,9506 | 50,80256 59,06596 60,64688

Deger

En  Biyik | 99,67639 | 90,38304 95,52038 88,40271

Deger

3T3

Ortalama 84,4087 92,8528 90,5239 95,8884

Medyan 86,1165 | 95,4811** 91,9896 96,6288** p<0,01
En  Kiigiik | 64,10646 | 65,24663 75,26288 83,83199

Deger

En  Biyik | 96,49815 | 98,39698 96,18598 98,77284

Deger

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda **p<0,01 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-15: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat medyan migrasyon oranlar1. **p<0,01 ns:
anlamh degil

ishikawa ve 3T3 24. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis gruplari, karboplatin gruplar1 ve propolis+karboplatin gruplari arasinda,
fark anlamliydi ve Ishikawa hiicre hattinda migrasyonun anlaml olarak daha az oldugu
saptand1 (p<0,01). Kontrol gruplar1 arasinda, fark anlamliydi ve 3T3 hiicre hattinda
migrasyonun istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildii (p<0,01) (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat medyan migrasyon oranlari gruplar arasi
karsilastirmasi. **p<0,01

ishikawa ve 3T3 48. saat gruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis gruplari, karboplatin gruplari ve propolistkarboplatin gruplari arasinda,
fark anlamliydi ve Ishikawa hiicre hattinda migrasyonun anlaml olarak daha az oldugu
saptand1 (p<0,01). Kontrol gruplar1 arasinda, fark anlamliydi ve 3T3 hiicre hattinda
migrasyonun istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildii (p<0,01) (Sekil 4-17).
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Isc
3T3

Sekil 4-17: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat gruplar aras1 medyan migrasyon oranlar
karsilastirilmasi. **p<0,01

Tablo 4-10: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. ile 48. saat migrasyon oranlari.

Migrasyon | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Oram% | =30 n=30 n=30 n=30

Isc 24 75,27 54,95** 44,96** 38,06** p<0,01
Isc 48 98,47 77,18** 80,51** 76,35** p<0,01
31324 62,67 76,70* 79,26* 86,01*** p<0,001
37348 86,11 95,48** 91,99 96,63** p<0,01
Hiicre hatlart kontrol grubu ile karsilastinldiginda *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Isc:Ishikawa




ishikawa 24. saat migrasyon hiz1 sonuclari
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Tiim deney gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda migrasyon hizinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu ve diistis goriildii (p<0,01) (Tablo 4-12 ve

Sekil 4-18).

3T3 24. saat migrasyon hizi sonuclari

Deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, migrasyon hizinda anlamli

bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 4-12 ve Sekil 4-18).

Tablo 4-11: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat migrasyon hizlar.

Migrasyon | Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p

Hizi n=30 n=30 n=30 n=30

(um/h)

Isc 14,57 £ 10,85 + 9,49 + 9,25 +£3,91** p<0,01
3,55 3,81** 4,30**

3T3 16,17 £ 15,69 £4,77 14,97 £ 16,79 + 4,72 p>0,05
4,44 4,25

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastinldiginda **p<0,01 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-18: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat ortalama migrasyon hizlari. **p<0,01 ns:
anlamh degil

ishikawa 48. saat migrasyon hiz1 sonuclari

Propolis ve karboplatin deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
migrasyon hizinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorildii ve diisiis mevcuttu
(p<0,01). Propolis deney grubu propolistkarboplatin grubu ile karsilastirildiginda,
migrasyon hizinda anlamli bir degisim saptandi ve diistis goriildi (p<0,01) (Tablo 4-13
ve Sekil 4-19).

3T3 48. saat migrasyon hizi sonuclari

Karboplatin deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, migrasyon hizinda

anlamli bir farka rastland1 ve diisiis saptandi (p<0,05) (Tablo 4-13 ve Sekil 4-19).



Tablo 4-12: Ishikawa ve 3T3 fibroblast hiicre hatt1 48. saat migrasyon hizlari.
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Kontrol

Migrasyon Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Hiz1 (um/h)
Isc 9,91 £ 1,55 7,34 + 8,19 + 9,00 £ 2,32 p<0,01
1,87** 2,18**
3T3 11,05+ 10,35 + 9,02+ 9,93 +£2,14 p<0,05
2,91 3,20 2,46*

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0,05 **p<0,01 \sc:Ishikawa

Migrasyon Hizi (um/h)

Sekil 4-19: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat ortalama migrasyon hizlar1. **p<0,01

Deney Gruplari

*p<0,05 ns: anlamh degil

= 3T3
Em Isc
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ishikawa ve 3T3 24. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis gruplari, karboplatin gruplart ve propolis+karboplatin deney gruplari
arasinda, fark anlamliyd: ve Ishikawa hiicre hattinda migrasyon hizinin anlamli olarak
diistiigii saptandi (p<0,01). Fakat kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farka rastlanmadi

(p>0,05) (Sekil 4-20).

20 = 373

Migrasyon Hizi (um/h)

Deney Gruplari

Sekil 4-20: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat gruplar aras1 ortalama migrasyon hizi
karsilastirilmasi. **p<0,01 ns: anlamh degil

ishikawa ve 3T3 48. saat gruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis gruplar1 arasinda, fark anlamliydi ve Ishikawa hiicre hattinda
migrasyon hizinin anlamli olarak diistiigii saptandi (p<0,01). Ancak diger tiim deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat ortalama migrasyon hizi gruplar arasi
karsilastirilmasi. **p<0,01 ns: anlamh degil

ishikawa 24 ve 72. saat migrasyon hizi degisim sonuclari

Tiim deney gruplarinda migrasyon hizinin 48. saatte goreceli olarak diistiigl
saptandi. Kontrol ve propolis deney gruplarindaki diisiis istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,01).

3T3 24 ve 72. saat migrasyon hizi degisim sonuclari

Tiim deney gruplarindaki migrasyon hizinin 48. saatte diistiigl istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,01).



Tablo 4-13: Ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. ile 48. saatlerdeki migrasyon hizlar.
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Migrasyon | Kontrol Propolis Karboplatin Propolis+Karboplatin | p
Hiz1 (um/h)
n=30 n=30 n=30 n=30

Isc 24 14,57 £ 10,85 + 9,49 + 4,30** 9,25+3,91** p<0,01
3,55 3,81**

3T3 24 16,17 + 15,69 +4,77 | 14,97 £4,25 16,79 4,72 p>0,05
4,44

Isc 48 991 +1,55 | 7,34 £ 1,87** | 8,19+ 2,18** 9,00 +£2,32 p<0,01

3T3 48 11,05 + 10,35+3,20 | 9,02 + 2,46* 9,93 +2,14 p<0,05
2,91

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0,05 **p<0,01 Isc:Ishikawa
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0.saat 24 .saat 48.saat

Kontrol
Grubu

Propolis
Grubu

Karboplatin
Grubu

Propolis

+
Karboplatin
Grubu

Sekil 4-22: ishikawa hiicre hatt1 0, 24 ve 48. saat hiicre migrasyonu deneyi faz kontrast
mikroskobu goriintiileri. Tiim deney gruplarindaki migrasyon oram kontrol
grubuna gore daha azdi. En belirgin etki propolist+karboplatin grubunda
goriildii. 10x biiyiitme. Bar: 100 pm
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Kontrol
Grubu

Propolis
Grubu

Karboplatin
Grubu

Propolis

+
Karboplatin
Grubu

Sekil 4-23: 3T3 hiicre hatt1 0, 24 ve 48. saat hiicre migrasyonu deneyi faz kontrast
mikroskobu goriintiileri. Deney gruplarinda kontrol grubuna gore hiicre
gociinde bir fark goriilmedi. 10x biiyiitme. Bar: 100 pm
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4.5. Hiicrelerin Sitokrom-c ile Iimmiinositokimyasal Olarak Boyanmasi

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. saatte incelenmek iizere, deney gruplar
olusturuldu; ardindan sitokrom-c antikoru uygulandi, 1s1k mikroskobunda sayimlari
yapildi ve fotograflandi. Veriler normal dagilimliydi. Her deney grubunda ~ 400 hiicre

sayild1 ve ortalama alindi.

Ishikawa 24. saat sonuclari

Tim deney gruplart kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, sitokrom-c
oraninda goreceli bir artis saptandi. Propolis ve propolistkarboplatin deney
gruplarindaki artis istatistiksel olarak anlamliyken (p<0,001), karboplatin grubundaki
artts anlamli degildi (p>0,05) (Tablo 4-18 ve Sekil 4-24).

3T3 24. saat sonuclari

Kontrol grubuna gore karsilastrildiginda, deney gruplarindaki degisim anlaml
degildi (p>0,05) (Tablo 4-18 ve Sekil 4-24).

Tablo 4-14: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat sitokrom-c¢ oranlari.

% Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Sitokrom-c

Isc 5,67+£0,7 | 11,63 £0,8*** | 7,01 +0,3 13,34 & 0,9*** p<0,001
3T3 4,73+ 0,1 391+1,3 474+ 1,2 4,00+£0,3 p>0,05

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ***p<0,001 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-24: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saat ortalama sitokrom-c yiizdeleri.

ishikawa ve 3T3 24. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis  gruplart  (p<0,001), karboplatin  gruplart  (p<0,05) ve
propolis+karboplatin deney gruplar1 (p<0,001) arasinda, fark anlamliyd: ve Ishikawa
hiicre hattinda sitokrom-c oraninin istatistiksel olarak arttig1 saptandi. Ancak kontrol

gruplari arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4-25).
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Sekil 4-25: ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 24. saatteki ortalama sitokrom-c yiizdeleri
gruplar arasi karsilastirma. ***p<0,001 *p<0,05 ns: anlamh degil
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Sekil 4-26: ishikawa hiicreleri 24. saat sitokrom-c boyanmasinin 151k mikroskobu
goriintiisii. A) Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D) Propolis+karboplatin
deney gruplari. Tiim deney gruplarindaki sitokrom-c boyanma siddeti kontrol
grubuna gore arttig1 gorillmektedir. Karboplatin grubu kontrol grubuna yakin
bir boyanmaya sahipken, propolis ve propolis+karboplatin gruplarindaki artisin
daha fazla oldugu ve en fazla artisin propolis+karboplatin grubunda oldugu
dikkat ¢cekmektedir. Sitoplazma sitokrom-c pozitif (ok) ve sitokrom-c negatif (ok
basi) hiicreler goriilmektedir. 10x biiyiitme. Bar: 100 pm
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Sekil 4-27: ishikawa hiicreleri 24. saat sitokrom-c boyanmasinin 151k mikroskobu
goriintiisii. A) Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D) Propolis+karboplatin
deney gruplari. Tiim gruplarda sitokrom-c boyanmasi goriiliirken, en siddetli
boyanmanin propolis+karboplatin grubunda oldugu dikkat cekmektedir.
Sitoplazma sitokrom-c pozitif (0k) ve sitokrom-c negatif (ok basi) hiicreler
goriilmektedir. 40x biiyiitme. Bar: 100 pm
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Sekil 4-28: 3T3 hiicreleri 24. saat sitokrom-c boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii. A)
Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D) Propolis+karboplatin. Deney
gruplarinda sitokrom-c boyanma siddeti birbirine yakin goriilmektedir.
Sitoplazma sitokrom-c pozitif (0k) ve sitokrom-c negatif (ok basi) hiicreler

gosterilmistir. 10x biiyiitme. Bar: 100 pm
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Sekil 4-29: 3T3 hiicreleri 24. saat sitokrom-c boyanmasinin 151k mikroskobu gériintiisii. A)
Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D) Propolistkarboplatin. Sitokrom-c
boyanmasi deney gruplarinda fark goriilmemistir. Sitoplazma sitokrom-c pozitif
(ok) ve sitokrom-c negatif (ok basi) hiicreler gosterilmistir. 40x biiyiitme. Bar:
100 pm

4.6. Hiicrelerin p27 ile Immiinositokimyasal Olarak Boyanmasi

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri 48. saatte incelenmek iizere, deney gruplari
olusturuldu; ardindan p27 antikoru uygulandi, 151k mikroskobunda sayimlar1 yapildi ve
fotograflandi. Veriler normal dagilimliydi. Her deney grubunda ~ 400 hiicre sayildi ve

ortalama alindi.

ishikawa 48. saat sonuclari

Deney gruplar1 kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda, p27 oraninda goreceli
bir artig saptandi. Yalnizca propolis+karboplatin deney grubunda istatistiksel olarak fark
anlamliydi ve artig goriildii (p<0,01) (Tablo 4-19 ve Sekil 4-30).

3T3 48. saat sonuclari

Tiim deney gruplar1 kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, p27 oraninda

anlamli bir degisim mevcut degildi (p>0,05) (Tablo 4-19 ve Sekil 4-30).



Tablo 4-15: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat p27 oranlari.
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% p27 Kontrol Propolis Karboplatin | Propolis+Karboplatin | p
Isc 9,96 + 3.5 16,30 +2,7 | 15,33 +3,7 22,15 £ 3,4** p<0,05
3T3 15,68+4,0 | 15,15+4,2 | 16,35+ 1,6 16,80 + 0,7 p>0,05

Hiicre hatlari kontrol grubu ile karsilastirldiginda **p<0,01 Isc:Ishikawa
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Sekil 4-30: Ishikawa ve 3T3 hiicre hatt1 48. saat ortalama p27 yiizdeleri. **p<0,01 ns:

anlamh degil

ishikawa ve 3T3 48. saat sruplar arasi karsilastirma sonuclari

Propolis gruplar1 ve propolistkarboplatin deney gruplarinda p27 oraninda,

Ishikawa hiicre hattinda istatistiksel olmayan géreceli bir artis vardi (p>0,05). Kontrol

gruplar1 arasindaki p27 oranlarinda, 3T3 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli

olmayan goreceli bir artis goriildii (p>0,05).
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Sekil 4-31: ishikawa hiicreleri 48. saat p27 ile boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii.
A) Kontrol B) Propolis C) Karboplatin ve D) Propolis+karboplatin deney
gruplari. Tiim deney gruplarinda p27 boyanma siddeti kontrol grubuna gore
fazlaydi. En siddetli boyanmanin propolis+karboplatin grubunda oldugu dikkat
cekmektedir.Nukleus p27 pozitif (ok) ve p27 negatif (ok basi) hiicreler
goriilmektedir. 40x biiyiitme. Bar: 100 pm
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Sekil 4-32: 3T3 hiicreleri 48. saat p27 ile boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii. A)
Kontrol B) Propolis, C) Karboplatin ve D) Propolis+karboplatin deney gruplari.
p27 boyanmasi gruplarda farklilik gostermemektedir. Nukleus p27 pozitif (ok) ve
p27 negatif (ok basi) hiicreler goriilmektedir. 40x biiyiitme. Bar: 100 pm

4.7. Hiicrelerin Ince Yapisal Degisikliklerinin Geg¢irimli Elektron Mikroskobu
(TEM) ile Incelenmesi

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. ve 72. saatlerde incelenmek iizere, deney gruplart

olusturuldu ve degisimler TEM ile gozlemsel olarak karsilastirildi.

Ishikawa hiicreleri 24. ve 72. saat kontrol gruplari elektron mikrograflari
incelendiginde; hiicre ve nukleus membranlarinin intakt yapida oldugu gdzlendi.
Hiicrelerin 6kromatik nukleuslara sahip oldugu, normal yapida endoplazmik retikulum
ve mitokondrilerin mevcut oldugu goriildii. Hiicre ylizeyinde diizgiin yapida
mikrovilluslar ve diger hiicrelere uzattiklari filopodlarin oldugu gézlendi. Tipik
Ishikawa hiicre morfolojisi gdsteren hiicrelerin yaninda minimal sayida vakuole sahip

hiicrelerin varligi saptandi (Sekil 4-33, Sekil 4-34, Sekil 4-35).
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Sekil 4-33: Ishikawa hiicreleri 24. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Normal yapida
nukleus (N) ve nukleolus (Nu), intakt yapida nukleus membram (siyah ok basi)
ve hiicre membrani (beyaz ok basi) ve diizgiin mikrovilluslar (siyah ok)
goriilmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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Sekil 4-34: Ishikawa hiicreleri 72. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Nukleus (N),
normal morfolojide mitokondri (Mi) ve endoplazmik retikulum (ER) ve
mikrovillus (siyah ok basi) goriilmektedir. 12000x biiyiitme. Bar: 2 pm

g

Sekil 4-35: Ishikawa hiicreleri 72. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Normal yapida
mitokondri (Mi), endoplazmik retikulum (ER), az sayida vakuol (V), diizgiin
morfolojide filopod (siyah ok) ve mikrovillus (siyah ok basi) goriilmektedir.
6000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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Ishikawa hiicreleri 24. ve 72. saat propolis gruplari elektron mikrograflari
incelendiginde; bazi hiicrelerdeki vakuol boyutlarinin ve sayisinin arttigi, apoptozun
tipik morfolojik o6zellliklerinden olan hiicre tomurcuklanmalarinin mevcut oldugu
goriildii. Cok sayida apoptotik cismin varligi ve hiicre yiizeyinde mikrovillus kaybi
oldugu gozlendi. Apoptotik etkinin 72. saatte siddetinin arttigi goriildii (Sekil 4-36,
Sekil 4-37 ve Sekil 4-38).

Sekil 4-36: ishikawa hiicreleri 24. saat propolis grubu elektron mikrografi. Vakuollerin
sayisinda artis (V), hiicre tomurcuklanmalan (siyah ok basi), apoptotik cisimler
(siyah ok) ve mikrovillus kaybi (beyaz ok basi) goriilmektedir. 5000x biiyiitme.
Bar: 5 um
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Sekil 4-37: ishikawa hiicreleri 72. saat propolis grubu elektron mikrografi. invajinasyonlu
nukleus (N), vakuoller (V), yaygin hiicre tomurcuklanmalari (siyah ok basi) ve
icerisinde endoplazmik retikulum bulunan apoptotik cisimler (siyah ok)
gorillmektedir. 20000 biiyiitme. Bar: 1 pm

Sekil 4-38: ishikawa hiicreleri 72. saat propolis grubu elektron mikrografi. Nukleus (N),
cok sayida vakuol (V), yaygin tomurcuklanmalar (siyah ok), apoptotik cisimler
(siyah ok bas1) ve dejeneratif bir hiicre (siyah asterisk) goriilmektedir. 5000x
biiyiitme. Bar: 5 pm



79

Ishikawa hiicreleri 24. ve 72. saat karboplatin gruplar1 elektron mikrograflari
incelendiginde; bazi hiicrelerin yiizeyinde mikrovillus kayb1 oldugu gozlendi (Sekil 4-
39). Nukleusun yer yer kondense oldugu ve hiicre membranin i¢ yiizeyine itilerek “C”
sekli aldigr goriildii (Sekil 4-41 ve Sekil 4-42). Endoplazmik retikulum ve mitokondride
dejenerasyon mevcuttu. Endoplazmik retikulum sisternalarinin yer yer pargalandigi ve
sismeler oldugu goriildi (Sekil 4-39, Sekil 4-40 ve Sekil 4-41). Ayrica bazi hiicrelerde
migrazom benzeri yapilar saptandi (Sekil 4-39). Hiicre tomurcuklanmalarinda,
apoptotik cisim miktarlarinda ve farkli boyutlarda vakuollerin sayisinda artis oldugu
gozlendi. ileri apoptotik dejenere olmus hiicre yapisi ve apoptoza ugramis hiicrenin
baska hiicrelerce yutuldugu gozlendi (Sekil 4-39 ve Sekil 4-42). 72. saatteki etkinin 24.

saate gore daha fazla oldugu goriildii.

Sekil 4-39: ishikawa hiicreleri 24. saat karboplatin grubu elektron mikrografi.
Invajinasyonlu nukleus (N), normal morfolojide mitokondri (Mi), dejenere
endoplazmik retikulum (ER), vakuoller (V), hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok),
mikrovillus kaybi (siyah ok basi), apoptotik cisim (beyaz ok basi) ve migrazom
benzeri yapi (beyaz ok) goriilmektedir. 7500x biiyiitme. Bar: S pm



Sekil 4-40: Ishikawa hiicreleri 24. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Cogunda
invajinasyon gozlenen nukleuslar (N), nukleolus (Nu), vakuol (V), dejenere
mitokondriler (Mi) ve hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok basi) goriilmektedir.
5000x biiyiitme. Bar: 5 pm

Sekil 4-41: ishikawa hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus
(N), vakuoller (V), dejenere olmus mitokondri (Mi) ve endoplazmik retikulumu
(ER) bulunan bir hiicrenin icinde apoptotik baska bir hiicre goriilmektedir.
12000x biiyiitme. Bar: 2 pm

80
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Sekil 4-42: Ishikawa hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus
(N), nukleolus (Nu), ¢cok sayida vakuol (V), hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok) ve
ileri apoptotik dejenere olmus hiicre yapisi (asterisk) goriilmektedir. 6000x
bilyiitme. Bar: 5 pm

Ishikawa hiicreleri 24. ve 72. saat propolis+karboplatin gruplar1 elektron
mikrografi incelendiginde; vakuol boyut ve sayisinda artis, mikrovillus sayisinda
azalma gozlendi. Nukleusun yer yer kondense oldugu, boyutlarmin kiiciildiigii ve
invajinasyonlar gortildii. Hiicrelerin biiziistiigli, boyutlarinin kii¢iildiigii ve birbirinden
uzaklagarak hiicreler arast bosluklarm yayginlastigi goriildii. Bazi mitokondri ve
endoplazmik retikulum yapilarinda dejenerasyon artiglari dikkat ¢ekti. Endoplazmik
retikulum sisternalarinda asir1 sismelerin yayginlastigi goriilldii (Sekil 4-45). Hiicre
tomurcuklanmalarinda, apoptotik cisimlerde ve dejeneratif hiicre sayisinda artis
mevcuttu. Organellerini kaybetmis ve niikleer par¢alanmasi gergeklesmis ileri apoptotik
hiicre kalintilarinda artis oldugu goriildii. Apoptotik etkinin propolis+karboplatin
grubunda, diger tim deney gruplarindan daha siddetli oldugu ve bu etkinin 72. saatte
gozlemsel olarak daha giiclii oldugu goézlendi (Sekil 4-43, Sekil 4-44, Sekil 4-45 ve
Sekil 4-46).
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Sekil 4-43: Ishikawa hiicreleri 24. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Invajinasyonlu nukleus (N), vakuol (siyah ok basi), apoptotik cisimler (beyaz ok
basi) ve organellerini kaybetmis, niikleer parcalanmasi gerceklesmis apoptotik
hiicre kalintis1 (asterisk) goriilmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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Sekil 4-44: ishikawa hiicreleri 24. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleusta artan invajinasyonlar (N), cok sayida apoptotik cisimler (beyaz ok
basi), bol vakuol (siyah ok basi) ve apoptotik hiicre kalintisi (asterisk)
goriillmektedir. 4000x biiyiitme. Bar: 5 pm

T %

Sekil 4-45: ishikawa hiicreleri 72. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Hasarh mitokondriler (Mi) ve endoplazmik retikulum sisternasi (ER), yaygin
vakuoller (V) ve hiicreler arasi bosluk (asteriks) goriilmektedir. 25000x biiyiitme.
Bar: 1 pm
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Sekil 4-46: Ishikawa hiicreleri 72. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleus (N), hiicre tomurcuklanmasi (siyah ok), apoptotik cisimler (siyah ok
basi), vakuolizasyon artisi olan hiicre (siyah asterisk) ve hiicre biiziismesi olan
apoptotik hiicre (beyaz asterisk) goriilmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pm

3T3  hiicreleri 24. ve 72. saat kontrol gruplart elektron mikrografi
incelendiginde; hiicreler arasinda bosluklarin yaygin olmadigi, hiicrelerde hem
Okromatik hem de heterokromatik nukleuslarin  bulundugu goriildii. Niikleer
invajinasyonun hiicrelerde yer yer oldugu gozlendi. Hiicrelerde az sayida vakuollere
rastlandi1. Nadiren hiicreler arasi alanda apoptotik cisim mevcuttu (Sekil 4-47 ve Sekil 4-
48).
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Sekil 4-47: 3T3 hiicreleri 24. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Genel olarak
nukleus (N), nukleolus (Nu), normal morfolojide mikrovilluslar (siyah ok basi) ve
filopodu (siyah ok) olan diizgiin morfolojide hiicrelere rastlanmakla birlikte,
nadiren az vakuollii (V), yer yer hiicre tomurcuklanan (beyaz ok) ve apoptotik
cisme (beyaz ok basi) sahip hiicreler goriilmektedir. 5000x biiyiitme

Sekil 4-48: 3T3 hiicreleri 72. saat kontrol grubu elektron mikrografi. Nukleus (N) ve
nukleolus (Nu) olan genel olarak normal morfolojili bir¢ok hiicre goriilmektedir.
5000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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3T3  hiicreleri 24. ve 72. saat propolis gruplart elektron mikrografi
incelendiginde; normal morfolojideki hiicrelerin yaninda az sayida hasarli yapilara
rastlandi. Kiiciik boyutlarda ve az sayida vakuoller izlendi. Hiicre tomurcuklanmalari,
apoptotik cisimler az sayidaydi. Saat dilimleri arasindaki etki degisimlerinin birbirine
benzer oldugu goriildii (Sekil 4-49 ve Sekil 4-50).

Sekil 4-49: 3T3 hiicreleri 24. saat propolis grubu elektron mikrografi. Diizgiin yapih
nukleus (N), nukleolus (Nu), az niikleer invajinasyon (siyah ok basi), yer yer
vakuoller (siyah ok) ve nadiren apoptotik cisimler (beyaz ok basi) olmakla
birlikte genel olarak diizgiin morfolojiye sahip hiicreler dikkati cekmektedir.
5000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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Sekil 4-50: 3T3 hiicreleri 72. saat propolis grubu elektron mikrografi. Nukleus (N), yer yer
apoptotik cisimler (ok basi) ve hiicre tomurcuklanmasi (ok) goriilmektedir. 5000x
bilyiitme. Bar: 5 pm

3T3 hiicreleri 24. ve 72. saat karboplatin gruplari elektron mikrografi
incelendiginde; Okromatik yapida nukleuslara sahip hiicreler goézlendi. Normal
morfolojide nukleuslarin yaninda az sayida fragmente ve invajinasyonlu nukleuslarin
oldugu goriildii. Normal morfolojide mitokondri ve endoplazmik retikulumlarin yani
sira sisternalarinda sismelerin oldugu endoplazmik retikulumlara rastlandi. Az sayida
hiicre tomurcuklanmasi ve apoptotik cisim goriildii. Vakuol boyut ve sayisinda 24.
saatte bir artigin oldugu fakat 72. saatte tekrar azaldigi goriildii. Etkinin saat dilimleri
arasindaki gecis karsilastirildiginda, 24. saatte daha siddetli oldugu gozlendi. 3T3
hiicreleri deney gruplarinda, en siddetli etkinin bu grupta oldugu goriildii (Sekil 4-51 ve
Sekil 4-52).
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Sekil 4-51: 3T3 hiicreleri 24. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Nukleus (N),
hasarh endoplazmik retikulum sisternalar1 (ER), vakuoller (V) ve az sayida
hiicre tomurcuklanmasi (ok basi) goriilmektedir. 10000x biiyiitme. Bar: 2 pm

Sekil 4-52: 3T3 hiicreleri 72. saat karboplatin grubu elektron mikrografi. Hafif
invajinasyonlu nukleus (N), mitokondriler (Mi), endoplazmik retikulum (ER) ve
apoptotik cisimler (ok basi) goriilmektedir. 10000x biiyiitme. Bar: 2 um



89

3T3 hiicreleri 24. ve 72. saat propolist+karboplatin gruplar1 elektron mikrografi
incelendiginde; mikrovillus ve filopod yapilarinin normal morfolojide ve sayida oldugu
goriildii. Diizglin yapida nukleuslara rastlandi. Hiicre nukleuslarinin hiicreden hiicreye
degisiklik gostererek, dkromatik ve yer yer heterokromatik yapida oldugu gdzlendi.
Hiicreler arasi bosluklarin yaygin olmadigi ve az sayida vakuol gozlendi. 24. ve 72.

saatlerdeki etkinin benzer oldugu goriildii (Sekil 4-53 ve Sekil 4-54).

Sekil 4-53: 3T3 hiicreleri 24. saat propolis+karboplatin grubu elektron mikrografi.
Normal morfolojide nukleus (N), nukleolus (Nu), mikrovilluslar (ok basi) ve
filopod (ok) goriilmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pm
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Sekil 4-54: 3T3 hiicreleri 72. saat propolistkarboplatin grubu elektron mikrografi.
Nukleuslari (N) ile birlikte bir¢ok genel olarak diizgiin morfolojili hiicre
goriilmektedir. 5000x biiyiitme. Bar: 5 pum

Ishikawa ve 3T3 hiicreleri 24. ile 72. saatlerde gruplar arasi elektron

mikrograflar1 incelendiginde:

Ishikawa hiicreleri deney gruplari kontrol grubu ile karsilastrildiginda, tiim
deney gruplarinda apoptotik etkinin 72. saatte siddetinin arttigi goriildii. Bu etkinin hem
kontrol hem de tiim deney gruplarina gore, propolis+karboplatin grubunda daha fazla

oldugu goriildii.

3T3 hiicreleri deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; tim deney
gruplarinda 24. ve 72. saat degisimlerinin hemen hemen ayn1 oldugu ve kontrol grubuna
kiyasla, morfolojinin yakin oldugu gozlendi. Fakat karboplatin grubunda diger deney
gruplarindan farkli olarak, 24. saatte az apoptoz ile uyumlu bulgular gériilmekle birlikte
72. saatte tekrar normale dondiigii ve kontrol grubuna yakin bir ince yapinin oldugu

izlendi.

3T3 hiicrelerinde hasarli hiicreler olsa da, tiim deney gruplarinda bu etkinin

minimal oldugu ve kontrol grubuna yakin dzellikler sergiledigi goriildii. Fakat Ishikawa
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hiicrelerinde apoptotik etkinin hem kontrol grubundan hem de 3T3 deney gruplarindan
daha siddetli oldugu ve propolis+karboplatin grubunda bu etkinin en fazla oldugu

gozlendi.
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5. TARTISMA

Calismamizda propolisin endometriyal adenokarsinomdaki etkisini hiicre
kiltiirii ve standart tedavide uygulanan karboplatin kemoterapétigi ile arastirdik. Her iki
ajan da literatiirde birgok kanser hiicre hattinda c¢alisilmistir. Propolisin, MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda canliligi doza ve zamana bagl olarak
diistirdiigii bildirilmistir [66]. Karboplatinin, endometrial kanseri hiicre hattinda hiicre
biiyiime ve ¢ogalmasini inhibe ederek, canli hiicre sayisini azaltarak sitotoksik etkisi
kanitlanmistir [92]. Rutin tedavi protokollerinde kullanilmaktadir [96]. Propolis ve
karboplatinin birlikte etkileri ise kopek osteosarkom hiicreleri iizerinde yapilan bir
caligmada arastirilmis ve propolis tek basma kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etki
yaratmazken, birlikte kullanildiklarinda kanser hiicrelerine apoptotik ve sitotoksik etki
gosterdikleri, saglikli hiicrelerde ise bu etkinin olmadigi bildirilmistir [97]. Ancak
literatiir taramamizda insan endometriyum kanseri iizerinde veya Ishikawa hiicre
hattinda propolis ve karboplatinin beraber uygulandig hiicre kiiltiirii, hayvan veya insan

kullanilan bir ¢alismaya rastlamadik.

Karboplatin, platin grubundan bir kemoterapdtiktir. Organlarda daha az toksik
oldugu i¢in diger kemoterapi ajanlarindan daha giivenlidir [90], [91]. Her ne kadar
karboplatinin DNA sentezinde ¢ift fonksiyonlu kovalent bag olusturmasi ile S fazina
etki ediyor olsa da, esasen hiicre siklusuna spesifik degildir. Alkilleyici ajan olmasi
sebebiyle hiicre iginde DNA molekiillerinin zincir i¢i ve zincirler arasi reaktif platin
kompleksleri meydana getirerek ¢apraz baglar yapar. Bu da DNA yapisini degistirir ve
DNA sentezini inhibe eder. Bu durum hiicrenin siklusunu her fazinda etkileyebilir [98],
[99], [42], [46]. Saglikli hiicrelerde diisiik dozlarda sitotoksik etkisi bulunmadigi
bildirilmistir [100]. Endometrial kanser hiicrelerinde; biiyiime baskilanmasi ve hiicre
cogalmasimi engellemektedir [92]. Farkli beyin kanseri hiicre hatlarinda canli hiicre
sayisini diisiirerek sitotoksik etki gostermistir [40]. Insan over kanseri hiicrelerinde
sitoplazmada sitokrom-c salinimin1 [101] ve servikal karsinom hiicrelerinde apoptozu
arttirdigr bildirilmistir [102]. Laringeal karsinom hiicre hattinda antimetastaz etki
yaparak etkinligi kanitlanmistir [103]. Calismamizda Ishikawa hiicrelerinde; akim
sitometri hiicre dongiisii faz dagilimlarin1 etkilemese de, apoptoz oranlarini hem 24.

hem de 72. saatlerde arttirdigi; hiicre gogiinii ve hizini incelenen zaman dilimlerinde
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azalttig1; sitokrom-c oranindaki goreceli artig ile apoptozun intrinksik yolaginda etkili
olabilecegi goriildii. p27 oranindaki goreceli artis ile hiicre dongiisiinii G1 fazinda inhibe
edebilecegi tespit edildi. TEM  incelememizde hiicre tomurcuklanmasi, artan
vakuolizasyon, apoptotik cisimlerin varligi, mikrovillus kaybi, nukleuslarin yer yer
kondense olmasi, olast migrazom yapilart ve organellerdeki dejenerasyonlar dikkat
cekti. Saglikli hiicrelerden meydana gelen 3T3 hattinda, tim etkilerinin minimal

diizeyde oldugu gozlendi. Sonuglarimiz literatiir ile uyumluydu.

TEM incelemesi sirasinda Ishikawa hiicre hatt1 karboplatin deney grubunda yer
yer migrazom benzeri yapilara rastlandi. Migrazomlar, 0,5-3 pm boyutlarinda hiicre
membranina bagl bir¢ok kii¢lik vezikiilden olusan ve hiicre gogiiyle iliskili organeller
olarak tanimlanmistir. Sitozolik igeriklerin migrazomlarla tasindigi ve daha sonra
hiicrelerden salindig1 bildirilmistir. Bu olayimn yeni bir hiicresel siire¢ oldugu ve hiicre-
hiicre iletisiminde 6nemli rol oynayabilecek organeller oldugu kesfedilmistir. Ayrica
insan ve fare hiicrelerinin ¢ogunun migrazom olusturabildigi bildirilmistir [104].
Literatiir taramamiz sonucu, ¢alismamiz karboplatinin Ishikawa hiicrelerine etki ederek,
migrazom veya migrazoma benzer yapmin olusumuna sebep oldugunu bildiren
literatlirdeki ilk rapordur. Hiicre dis1 vezikiiller siniflandirilmasinda olan migrazomlar,
istenmeyen molekiillerin hiicrelerden atilmasinda ve kargo molekiillerini baska alici
hiicrelere aktararak hiicreler arasi iletisime aracilik ederler. Migrazom organellerinin
kesfedilmis 6zelliklerinin yaninda hala agikliga kavusturulamamis 6zelliklerinin oldugu
bilinmektedir. Son zamanlarda migrazomlarin kullanilarak tiimér hiicrelerinde kanser
ilaglarina karsi olan direncin engellenmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir. Hiicre
kiltlirii calismalarinda, hiicre filopodlarinin ileri ve geri ¢ekilim hareketleri sirasinda
hiicre disina kiigiik partikiiller saldig1 da ¢alismalarla ortaya koyulmustur [105], [106],
[107], [108]. Migrazom yapilarma yalnizca ishikawa hiicreleri karboplatin deney
grubunda rastlanmasinin sebebi; tiimor hiicrelerinin kemoterapdtik ajana karsi direng
gostererek hiicre disina atilmasi, filopod yapilarinin diger deney gruplarindan daha
diizgiin yapida ve sayida olmasi, migrasyon oraninin ve migrasyon hizinin yiiksek
olmasi olabilir. Ayrica Ishikawa hiicreleri propolist+karboplatin deney grubunda
migrazom benzeri yapilara rastlanmamasi; propolisin, kemoterapotik ajan olan
karboplatinin tiimdr hiicrelerince atilmasini engelleyen olast bir mekanizmada rol

oynayabilecegini diislindiirdii. Gézlemledigimiz yapilarin migrazom oldugunu TEM ile
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goriintlileyerek yorumlamis olsak da ikinci bir yontemle de dogrulanmasi

gerekmektedir.

Propolis, giiniimiizde bir gida eki olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Antitiimoral, antifungal ve antibakteriyel gibi etkileri oldugu bir¢ok
calisma ve derlemeler ile ortaya koyulmustur [62], [13]. Biyolojik etkilerinin
calismalarda yapilan analizler dogrultusunda mevcut icerigindeki fenolik bilesiklere
dayandig1 sonucuna varilmistir [55]. Kafeik asit, kafeik asit fenetil ester, sinnamik asit,
kuersetin, krisin, gallik asit basta olmak iizere bu fenolik bilesiklerin kanser tedavisinde
siklikla bagvurulan radyoterapi ve kemoterapiye kuvvetli bir ilave destek olarak hizmet
edebilecegi hipotezi ¢alismalarla dogrulanmistir [56], [57]. Krisinin; insan karaciger
kanser hiicrelerinde ve insan nazofarengeal karsinom hiicrelerinde intrinsik apoptoz
yolagini uyararak antitiimoral etkisi ortaya koyulmustur [72]. Kuersetinin ishikawa
hiicreleri lizerinde etki ederek, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi bildirilmistir
[109].

Calismamizda Mersin bolgesi kaynakli analiz sonuclar1 erisime agik ticari bir
propolis kullandik. Ancak ileriki caligmalarda bolgesel farkliliklarin  igerigi

degisebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Hiicre dongiisii analizi, kanser basta olmak iizere birgok hastaligin seyri
konusunda bilgi veren Onemli bir parametredir. Propolis insan prostat kanseri
hiicrelerinde S, insan mide kanseri hiicrelerinde Go/G1, insan meme kanseri hiicrelerinde
G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurmaktadir [17], [18], [74]. Biz de hiicre dongiisii faz
dagilimlarin1 hem akim sitometri hem de p27 antikoru immunositokimyasi kullanarak
arastirdik. p27, siklin bagimli kinaz inhibitoériidir ve siklin bagimli kinaz
komplekslerinin agag1 regiilasyonunu saglayarak, hiicre dongiisii proliferasyonunu
onledigi [85], [86], ayrica p27’ nin asir1 ekspresyonunun hiicre dongiisiinii G:1 fazinda
durdurarak hiicreleri apoptoza indiikledigi kanitlanmistir [87]. Calismamiz sonucunda
akim sitometri verileri anlamli c¢ikmasa da, Ishikawa hiicrelerindeki p27 oraninda
istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak goreceli bir artis mevcuttu. Bu da propolisin
farklt dozlarinin denenebilecegini ve hiicre dongiisiini literatiirdeki kaynaklarla uyumlu

olarak G; fazinda durdurabilecegini diistindiirttii.

Propolis apoptoz mekanizmasin1 hem sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole

salinmasiyla kaspaz kaskadini uyarmasi (mitokondriyal yolak veya intrinsik yolak) hem
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de TRAIL sinyal yoluyla (ekstrinsik yolak) uyarmasiyla saglar [68], [69], [70].
Sitoplazmada sitokrom-c oraninin artmasi, hiicrelerin apoptoza gitmesi anlamina
gelmektedir [78], [79]. Insan 16semi kanseri hiicre hatt1 olan U937 iizerindeki apoptotik
etkisi, Annexin V ile akim sitometri ile ve floresan mikroskopla gosterilmistir [19].
Propolisin insan 16semi HL-60 hiicreleri tizerinde etkisinin; sitokrom-c’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasi ve kanser hiicreleri iizerinde proliferasyonu
azaltarak mitokondriyal yolagi uyarip apoptozu indiiklemesi oldugu bildirilmistir [110].
Sitokrom-c¢ mitokondrinin i¢ zarinda bulunan ve apoptozun i¢ yolaginda etkili olan bir
proteindir. Calismamizda akim sitometri ile propolisin Ishikawa hiicre hatti iizerinde
apoptotik etkisinin hem kisa (24. saat) hem de uzun vadede (72. saat) oldugunu ve
bunun da sitokrom-c immiinositokimyasal boyama sonuglarimiz ile intrinsik yolakla
gerceklestigini gdrdiik. TEM incelemelerinde propolis eklenen ishikawa hiicrelerinde;
hiicre tomurcuklanmasi, apoptotik cisimler ve vakuol artigi, propolisin apoptotik etkisi
olarak dikkatimizi g¢ekti. Apoptoz degerlendirmesi i¢in akim sitometri yaptigimiz 3T3
hiicre hatti deney gruplarinda genel olarak propolisin apoptotik etki goriilmezken,
yalnizca 72. saat verilerinde propolis grubunda apoptozun kontrol grubuna gore arttigi
sonucu ile karsilagildi. Calismamiz in vitro oldugu i¢in, 72 saatte medyumda biriken
atik maddeler vb. etkenlerin apoptoz artisina neden olabilecegini diistinmekteyiz. Kisa
donemde 3T3 hiicrelerine zarar vermediginden, propolisin deney protokolleri veya
tedavi denemelerinde kisa donemli olarak ara ara verilmesinin daha iyi etkileri
olabilecegini ve uygulamada bunlarin goz Oniinde bulundurulmas: gerektigini

Oonermekteyiz.

Meme kanseri hiicreleri tizerinde propolisin, 48 saatte doza bagli olarak hiicre
gociinli inhibe ettigi bildirilmistir [66]. Metastaz1 engellemek i¢in, kanser tedavisine
eklenebilecek yenilikler kanser hastalar1 i¢in bir uygulama segene8i sunar.
Calismamizda kanser hiicrelerinin metastaz 6zelligini, literatiire uygun olarak
migrasyon testi kullanilarak arastirdik [111]. Propolisin  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hem 24. hem de 72. saatlerde Ishikawa hiicrelerinin hiicre gdgiinii

ve go¢ hizini yavaglatma etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gordiik.

Insan dermal fibroblast hiicrelerinde propolisin, sitotoksik etki yaratmadig;
canliligi, hiicre gd¢iinii ve migrasyon hizini arttirdigi bildirilmistir [35]. Karboplatinin

de 3T3 fibroblast hiicre hattinda canlilig1 etkilemedigi ve sitotoksik etki yaratmadigi
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kanitlanmistir  [100]. Bizim ¢alismamizda da propolis ve karboplatinin beraber
uygulandiginda saglikli hiicrelerden olusan 3T3 hattinda canlilia anlamli etkisinin
olmadigini1 gordiik. Kombinasyon grubunun migrasyon orani ve hizini arttirmasinin,
literatiirde propolisin yara iyilesmesine olumlu etkisini bildiren ¢alismalarla paralellik
gostererek  Ozellikle  propolisten  kaynaklandigii  disiindik  [35]. TEM
incelemelerimizde 3T3 hiicrelerine propolis ve karboplatin birlikte verildiklerinde

sitotoksik bir etkiyi diisiindiirecek bulgu gozlemlemedik.

Calismamiz ile propolis ve karboplatinin kombine kullanildiginda sinerjistik
etkilerinin oldugunu diisiinmekteyiz. Ishikawa hiicrelerinde, hiicre déngiisii faz
dagilimlarinda ve apoptoz sonuglarinda bir farkliliga rastlanmadi. p27 oranindaki artig
ile hiicre dongiisii inhibe ederek G fazinda durdurdugu ve hiicrelerin apoptozuna neden
oldu. Sitokrom-c oranlarindaki artig ile apoptozun intrinsik yolak ile gergeklestigini
diisiindiirdii. Hem kisa hem de uzun donemde migrasyon oraninda diisiisle ve kisa
donemde migrasyon hizi iizerindeki azalmayla kanser hiicrelerinin gogiine engel
olusturdu. Hem kisa hem uzun vade de canlilik oranlarindaki diisiisle ve canli hiicre
sayisinda azalmayla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi gortildi. TEM ile
inceleme sonucunda Ishikawa hiicrelerine kombine uygulandiklarinda kontrol
grubundan farkli olarak; vakuol boyut ve sayilarinda, hiicre tomurcuklanmalarinda,
apoptotik cisimlerde artis oldugu goézlendi. Nukleusun kenara itilerek kondense oldugu,
mikrovillus ve filopod sayisinin azaldigi, hiicrelerin birbirinden uzaklastigi, hiicre
boyutlarmin  kiiglildiigli, sitoplazmik organellerde dejenerasyonlarin oldugu, ileri
apoptotik dejeneratif hiicre sayisinda artis oldugu saptandi. Bu etkilerin akim sitometri
sonuglarinin aksine 72. saatte daha siddetli oldugu ve sinerjistik etkileri goriildii.
Kombine uygulandiklarinda 3T3 hiicreleri iizerinde sitotoksik, apoptotik etkilerinin
olmadigi ve kontrol grubuyla benzerlik gostermesi TEM ayrintili incelememiz

sonucunda dogrulandi.

Calismamizda; propolisin karboplatin sitotoksisitesi tizerindeki etkisi sonucu
Ishikawa hiicre hattinda canlilk yiizdesi ve canli hiicre sayis1 diistii yani hiicre
proliferasyonu inhibe oldu. Propolis, apoptoz oranini arttirarak, migrasyon orani ve
migrasyon hizin1 distirerek, ayrica hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak bu etkiye
yol act1. Propolis ve karboplatinin birlikte kullanildiginda da sinerjik etkilerinin oldugu

goriildii. Ayrica 3T3 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi yoktu. TEM incelemeleri
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sirasinda tiim bulgularin propolis ve karboplatinin izole ve kombine kullanildiginda
apoptotik ve sitototoksik etkisinin oldugu biitiin sonuclarimizda tutarliydi. Tiim bu
sonuglar gida eki olan propolisin; kanser kemoterapilerinin basaris1 arttirarak,
infertiliteye sebep olan ve 6liimle sonuglanabilen endometriyal adenokanserin tedavi
prognozunu iyilestirecek tedavilere yardimci olarak eklenebilecegini diislindiirdii. Bu
calisma daha fazla 6rnek sayisi, farkli dozlar ve farkli zaman dilimlerinin arastirilmasi

i¢in yapilacak in vivo ve klinik arastirmalar i¢in anlamli in vitro veriler sunmaktadir.
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