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ÖZ ABSTRACT 

 

Amaç: 5-Florourasil (5-FU), göğüs, mide, özofagus ve pankreas 

kanseri dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinde kullanılan bir 

kemoterapi ilacıdır. Resveratrol (RES), flavon olmayan 

polifenolik bir bileşiktir ve çeşitli kanser türlerinde 

kemoterapötik etkisi bulunmaktadır. 5-FU ve RES'in etkilerinin 

tek başına kapsamlı bir şekilde araştırılmasına rağmen, RES ile 

kombine edilen 5-FU'nun A549 hücre hattı üzerine etkisi hala 

bilinmemektedir. Bu çalışmada, A549 akciğer kanseri hücre 

hattında 5-FU ve RES kombinasyonunun apopitotik yolak 

üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 

Gereç ve Yöntemler: 5-FU ve RES kombinasyonunun A549 

akciğer kanseri hücreleri üzerindeki etkisini belirlemek için, 

Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) deneyi ile hücre 

canlılığı, 2’,7’–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) kiti ile 

ROS seviyesi, klonojenik deney ile hücrelerin koloni oluşturma 

kabiliyeti, Western blot ile pro-apoptotik Bax ve TP53 kaynaklı 

glikoliz ve apopitozis düzenleyicisi (TIGAR) proteinlerin 

ekspresyon düzeyleri analiz edilmiştir. 

Bulgular: 5-FU ve RES kombinasyonu, A549 hücre hattının 

hücre canlılığını ve koloni oluşturma potansiyelini önemli 

ölçüde azaltmıştır. Dahası, Western Blot analizi, 5-FU ve RES 

kombinasyonunun pro-apopitotik Bax proteininin artmasına 

neden olduğunu, TIGAR protein ekspresyon seviyesinin ise 

konsantrasyona bağlı bir şekilde azaldığını göstermiştir. 

Sonuç: Sonuçlarımız, Resveratrolün A549 hücre dizisinde 5-

FU'nun anti-tümör etkisini artırabileceğini göstermiştir. 

 

 

Objective: 5-Fluorouracil (5-FU) is a chemotherapy drug used 

in various cancers including breast, stomach, esophageal and 

pancreatic cancer. Resveratrol (RES) is a well known non-

flavon polyphenolic compound that has chemotherapeutic effect 

in various types of cancer. Despite the fact that effects of 5-FU 

and RES alone have been extensively studied in the past few 

years, the effect of 5-FU combined with RES in the A549 cell 

line remains unknown. In this study, we investigated the effect 

of combination of RES and 5-FU on apoptotic pathway in A549 

lung cancer cell line. 

Material and Methods: The effect of of 5-FU and RES 

combination on A549 lung cancer cells was examined by cell 

viability using Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) assays, by 

ROS level using 2’,7’–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) 

assay and by the ability of cells to form colonies by clonogenic 

assay, pro-apoptotic Bax and TIGAR protein expression using 

Western Blotting analysis. 

Results: Combination of 5-FU and RES significantly decreased 

cell viability and clonogenic potential of A549 cell line. 

Furthermore, Western Blotting analysis showed that 5-FU and 

RES combination caused pro-apoptotic Bax protein to increase, 

while TIGAR protein expression level decreased in 

concentration-dependent manner. 

Conclusion: Our results suggested that resveratrol can increase 

the anti-tumor effect of 5-FU in A549 cell line. 

 

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

Kanser tedavisinde, tek ajan kullanımında oluşan 

yanıtlar nispeten kısa süreli olup normal dokularda 

toksik etkiye neden olmaktadır. Bununla birlikte, 

başarılı kanser kemoterapisinin önündeki en büyük 

engellerden biri tek ajan tedavisi olarak görülmektedir. 

Çeşitli kemoterapi ilaçlarıyla yapılan kombine ya da 

çoklu bileşen tedavileri, sadece ilaçların etkilerini 

arttırmak için değil, aynı zamanda bu ilaçların neden 

olduğu toksisiteyi azaltmak için de kullanılmaktadır (1-

3). Anti-metabolik ilaçlar sınıfına dahil olan 5-

Florourasil (5-FU), DNA ve RNA makro moleküllerini 

inhibe ederek etkisini göstermektedir. Anti-kanser ve 

anti-metabolik etkinliği yüksek kemoterapötik bir ajan 

olan 5-FU baş, deri, meme, bağırsak ve boyun 

kanserleri gibi bir dizi kanser türü üzerinde 

kullanılmaktadır (4). Akciğer kanseri vakalarının %80-

85’ini oluşturan adenokarsinomik insan alveolar bazal 

epiteliyal hücre hattı A549, çeşitli biyoaktif bileşiklerin 

potansiyel etkilerini incelemek için önemli bir 

modeldir. Küçük hücreli-dışı akciğer kanseri 

(KHDAK) hastalarında, 5-FU’ya karşı yanıtın %14-18 

arasında olduğu, bir diğer kemoterapi ajanı sisplatin ile 

kombine edildiğinde ise bu yanıtın %33-58 olduğu 

bildirilmiştir (5). Resveratrol (3,5,4-trihidroksi-stilben) 

üzüm, fıstık ve bazı dut türleri gibi yiyeceklerde 

bulunan non-flavon polifenolik bir antioksidandır. 

Yapılan in vitro ve in vivo birçok çalışma 

resveratrolün, kemopreventif ve kemoteropatik etkiye 

sahip olduğunu göstermektedir (6-8). Tip I 

programlanmış hücre ölümü olan apopitozisin, hücresel 

yapıların ve organellerin hızlı bir biçimde yıkılmasına 

neden olan katabolik enzimleri aktive ettiği 

bildirilmiştir (9,10). Apopitozisi hedef alan ajanlar, 

kanser hücresi sağkalım mekanizmalarını tamamen 

ortadan kaldıramadığından dolayı amacını yerine 

getirememektedir. TP53 kaynaklı glikoliz ve apopitozis 

düzenleyicisi olan TIGAR’ın (C12orf5 geni), pentoz 

fosfat yolu ile glikolizin bloke edilmesi ve hücresel 

metabolizmanın sürdürülmesinde görev aldığı rapor 

edilmiştir (11). TIGAR’ın glikolizin inhibisyonuna 

neden olan hücresel fruktoz-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P2) 

düzeyini azalttığı, pentoz fosfat yolağı vasıtasıyla 

NADPH (Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat) 

düzeyini ise arttırarak ROS seviyesini kontrol ettiği ve 

oksidatif fosforilasyon kaynaklı apopitozisi engellediği 

bildirilmiştir (12,13). Won ve arkadaşları, TIGAR 

ekspresyonunun, invazif kanser hücrelerinde önemli 

ölçüde arttığını bildirmişlerdir (14). Bu noktadaki 

temel sorulardan biri “Kanser hücrelerinin sağkalımı 

bu denli glikolize bağlı iken neden daha fazla TIGAR’a 

ihtiyaç duyulmaktadır?” olmalıdır. Bensaad ve 

arkadaşları, TIGAR’in ROS ile indüklenen apopitotik 

hücre ölümüne karşı hücreyi koruduğunu rapor 

etmişlerdir (13). Bu durum kanser hücrelerinin neden 

yüksek düzeyde TIGAR’a ihtiyaç duyduklarını bize 

açıklamaktadır. TIGAR, NADPH üretiminin artışı ile 

hücre içi ROS seviyesini azaltma fonksiyonuna sahiptir 

(13,15). Hem pro-apopitotik hem de anti-apopitotik 

üyeleri bulunan Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) 

protein ailesi programlı hücre ölümü olan apopitozisin 

önemli düzenleyicileridir. Pro- apopitotik bir protein 

olan (Bcl-2 associated x) Bax, hücre içi ölüm sinyalinin 

artışı ile beraber sitoplazmadan mitokondri mebranına 

translokalize olarak mitokondriyal yolağın 

aktivasyonuna neden olmaktadır (16). Bu çalışmada, 

A549 hücre hattında 5-FU ve RES kombinasyonunun 

TIGAR ve Bax proteinlerinin ekspresyonuna olan 

etkisi araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar resveratrolün 

5-FU'nun A549 hücreleri üzerindeki anti-tümör 

etkilerini apopitozu indükleyerek kuvvetlendirdiğini 

göstermektedir.  

 

MATERYAL VE METOD 

Hücre Kültürü 

Bu çalışmada, ATCC`den (American type cell 

culturing) temin edilen akciğer kanseri hücreleri olan 

A549 hücre hattı kullanılmıştır. Hücrelerin çoğalması, 

%10 fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 
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μg/ml penisilin ve 100 μg/ml streptomisin ile 

desteklenen RPMI-1640 besiyerinde %5’lik CO2 içeren 

37°C’lik nemli hücre kültür inkübatöründe (ESCO, 

CCL-170B-8, 2015-104540) inkübe edilerek 

sağlanmıştır.  

Hücre Canlılık Testi 

Hücreler, 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 

1x103 hücre olacak şekilde ekilmiştir. İlgili kültür 

plakaları ekimin ardından hücrelerin yüzeye 

adezyonunu sağlaması için nemli CO2 inkübatöründe 

24 saat inkübe edilmiştir. Hücreler, 24 saat süre ile 25 

µM (RES25), 50 µM resveratrol (RES50) ve 5 µM 5-

FU ile ayrı ayrı ve kombinasyon ((RES25/5-FU) ve 

(RES50/5-FU)) halinde tedavi edilmiştir. Tedavi 

sonrasında, besiyeri ortamdan uzaklaştırılmış ve üretici 

firmanın geliştirdiği protokol uyarınca, her kuyucuğa 

10 µl WST-1 (Boster Biological Technology Co., Ltd.) 

solüsyonu ve RPMI-1640 besiyeri ile 100 µl 

tamamlanarak kuyucuklara aktarılmıştır. Plakalar ışık 

almayacak şekilde muhafaza edilerek 120 dk süre ile 

37°C’lik CO2 (%5) inkübatöründe inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında ELISA okuyucu ile 490 nm’de 

absorbansları kaydedilmiştir (referans dalga boyu: 630 

nm). 

Koloni Formasyonu Deneyi 

Koloni formasyon deneyi için izlenen protokol; 6 

kuyucuklu kültür kaplarına ekilen hücreler ilgili 

tedavilerin ardından 12 gün boyunca %5 CO2 içeren 

nemli 37°C’de inkübe edilmiştir. Her 3 günde bir 

besiyeri değiştirilmiş ve mikroskop altında 

incelenmiştir. Her bir koloninin minimum 50 hücreye 

ulaşması ve birbirlerine yakın temasta bulunmamaları 

göz önünde bulundurularak deney 12. gününde 

durdurulmuştur. Hücrelerin bulunduğu ortamdaki 

besiyeri aspiratör ile ortamdan uzaklaştırılmıştır. Daha 

sonra hücreler 1X PBS ile yıkanmış ve bu işlem 3 kez 

tekrar edilmiştir. Akabinde fiksasyon için metanol-

asetik asit solüsyonu ile 5 dk muamele edilen hücreler, 

%0.5 kristal violet ile 15 dk boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. Yapılan bu işlemden sonra 

kuyucuklar su ile dikkatli bir şekilde yıkanıp koloniler 

mikroskop altında sayıma alınmıştır. Minimum elli 

hücreden oluşan gruplar koloni olarak kabul edilmiştir. 

Hücre İçi ROS Düzeylerinin Belirlenmesi 

Hücrelerdeki ROS düzeylerini belirlemek amacıyla 

2’,7’–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) kiti 

(ABCAM, DCFDA Cellular ROS DetectionAssay Kit, 

ab113851) kullanılmıştır. Tedarikçi firmanın 

geliştirmiş olduğu protokol takip edilmiştir. 

Resveratrol ve 5-FU tedavilerinin ardından hücrelerin 

bulunduğu ortama 25 µM DCFDA solüsyonundan 

eklenmiş ve 45 dk boyunca 37°C CO2 inkübatöründe 

bekletilmiştir. İnkübasyon süresinin bitiminde besi yeri 

kuyucuklardan uzaklaştırılmış ve her bir kuyucuğa 1X 

yıkama solüsyonundan eklenmiştir. Ardından ELISA 

okuyucu ile absorbansı Ex 485 nm/Em 535 nm de 

okutulmuştur. 

Western Blot 

Hücrelerdeki proteinlerinin ekspresyon düzeylerinin 

gösterilebilmesi için total protein içerikleri özütlenerek, 

hedef proteinlerin ifade düzeyleri western blot ile 

belirlenmiştir. Kazıyıcı yardımı ile toplanan hücreler, 

RIPA parçalama tamponu ile homojenize edilmiştir. 

Homojenizasyonun ardından hücreler buz üzerinde 

60dk süre ile inkübe edilmiştir. Ardından örnekler 

14000 rpm’de 4°C’de 10dk santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonrası elde edilen süpernatant kısım yeni 

mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır. Total protein 

içerikleri Bradford metodu ile belirlenen örnekler 

Laemmli Sample Buffer ile karıştırıldıktan sonra 5 dk 

süre ile 96°C’de bekletilmiştir. Örnekler, denatüre 

şartlar altında SDS-PAGE (%12) (Sodyum Dodesil 

Sülfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi) jeli kullanılarak 

ayrılmıştır. Ardından, jelde ayrılan proteinlerin 

Polyvinylidenedifluoride (PVDF) membrana transferi 

sağlanmıştır. Transfer sonrasında 1X TBS-T (Tris-

Buffered Saline and Tween 20) solüsyonunda 

çözünmüş %5’lik BSA (Bovine Serum Albumin) ile 
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60dk süre ile oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

Membran ilgili primer antikor ile gece boyunca 

+4°C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona 

bırakılmıştır. TIGAR, B-actin ve Anti-mouse 

antikorları Santa Cruz Biotechnology (SantaCruz, CA) 

firmasından Bax ve Anti-rabbit antikorları (Abcam, 

UK) firmasından temin edilmiştir. Ertesi gün, membran 

1X TBS-T ile 5dk/5 kez yıkandıktan sonra sekonder 

antikor ile 60 dk süre ile oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. Membran 1X TBS-T ile 5dk/5 kez 

yıkandıktan sonra kemiluminesans yöntemi ile 

görüntüler elde edilmiştir. Bant yoğunlukları Image-j 

programı kullanılarak dansitometrik olarak 

değerlendirilmiştir (Image J; National Institute of 

Health, Bethesda, MD). Her banttaki yoğunluk değeri, 

karşılık gelen B-actin bandının yoğunluğuna göre 

normalize edilmiştir. 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz “One-way ANOVA” metodunda 

çoklu karşılaştırma Post-Hoc Testlerine göre Graph 

Pad Prism 5.01 programı ile analiz edilmiştir. 

Analizlerde p <0.05 önemli olarak kabul edilmiştir.  

 

BULGULAR 

Resveratrol ve 5-FU’nun hücre canlılığı ve koloni 

formasyonuna olan etkisi 

Resveratrol ve 5-FU'nun antiproliferatif aktivite 

gösterip göstermediğini incelemek için bu çalışmada 

resveratrol ve 5-FU'nun A549 hücrelerinin büyümesi 

üzerindeki etkilerini incelemiştir. Hücre canlılığına 

olan etkileri üretici firmanın geliştirdiği protokol 

uyarınca WST-1 testi ile belirlenmiştir. A549 hücreleri, 

25 ve 50 µM dozlarında resveratrol ve 5 µM 5-FU ile 

ayrı ayrı ve kombinasyonları halinde 24 saat süre ile 

tedavi edilmiştir. Şekil 1A'da gösterildiği gibi, 25 µM 

resveratrol tedavisinin istatistiksel olarak anlamlı bir 

etkisinin olmadığı, öte yandan 50 µM resveratrol ve 5 

µM 5-FU’nun bireysel inhibisyon etkisinin sırası ile 

%16.77 ve %21.38 oranında olduğu belirlenmiştir. 

Kombinasyon gruplarında ise; 25 µM resveratrol/5 µM 

5-FU ve 50 µM resveratrol/5 µM 5-FU sırası ile 

%30.79 ve %38.02 oranında istatistiksel olarak anlamlı 

bir biçimde arttığı belirlenmiştir (Şekil 1A). 

Resveratrol ve 5-FU’nun A549 hücre hattında koloni 

oluşturma kabiliyeti üzerine etkisi olup olmadığını 

incelemek için; Koloni formasyon deneyi yapılmıştır. 

Elde edilen sonuçlar, resveratrol (25 µM ve 50 µM) ve 

5-FU’nun bireysel tedavilerinin, A549 hücrelerinin 

koloni oluşturmasında herhangi bir etkisinin olmadığını 

ancak resveratrol ve 5-FU’nun kombine edildiği 

gruplarda koloni formasyonunu istatistiksel olarak 

azalttığını göstermiştir (Şekil 1B).  

 

Resveratrol ve 5-FU’nun Hücre İçi ROS Düzeyine 

Olan Etkisi 

Hücre içi ROS düzeyi, üretici firmanın geliştirdiği 

protokol uyarınca DCFDA kiti kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. A549 hücreleri, 24 saat süre ile 

resveratrol, 5-FU ve kombinasyonları ile tedavi 

edildikten sonra hücre içi ROS düzeyleri belirlenmiştir. 

Kontrol grubuna oranla resveratrol ile tedavi edilen 

gruplarda doz bağımlı olarak hücre içi ROS düzeyinin 

arttığı belirlenmiştir. Kombinasyon gruplarında da 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış olduğu belirlenmiştir (Şekil 2).  
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Şekil 1: Resveratrol ve 5-FU kombinasyonlarının hücre canlılığı ve koloni formasyonuna olan etkisi. A) Hücre canlılık 

düzeyleri B) Koloni sayıları ve koloni formasyon analizi. (Kontrol grubuna kıyasla, *p<0.05, **p<0.01 ve ***p 

<0.001). 

 

 

 

Şekil 2: Resveratrol, 5FU ve RES/5FU kombinasyonlarının hücre içi ROS düzeyine olan etkisi. (Kontrol grubuna 

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

Proteinlerinin Ekspresyon Düzeylerine Etkisi 

A549 hücreleri, 24 saat süre ile resveratrol, 5-FU ve 

kombinasyonları ile tedavi edildikten sonra TIGAR ve 

Bax proteinlerinin ekspresyon düzeylerindeki değişim 

Western blot tekniği ile belirlenmiştir. TIGAR protein 

ekspresyonunda, resveratrol tedavisinin istatistiksel 

olarak anlamlı bir değişime neden olmadığı, öte yandan 

5-FU tedavisinin ise kontrol grubuna oranla bir atışa 

neden olduğu belirlenmiştir (Şekil 3A). Pro-apoptotik 

Bax protein ekspresyonununda ise kontrol grubuna 

oranla sadece 50 µM resveratrol ve 5 µM 5-FU’nun 

kombine edildiği grupta istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış olmuştur (Şekil 3B).   

 

 

Şekil 3: Resveratrol ve 5-FU kombinasyonlarının TIGAR ve Bax proteinlerinin ekspresyon düzeylerine olan etkisi. A) 

TIGAR proteini ekspresyon düzeyi B) Bax proteini ekspresyon düzeyi (Kontrol olarak β-actin kullanıldı). (Kontrol 

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

 

TARTIŞMA 

Kemoterapi, birçok ciddi yan etkisi olmasına rağmen 

kanser tedavisi için uygulanan en yaygın tedavi 

yaklaşımlarından biridir. Bu durum, arttırılmış anti-

kanser aktivitesi ile daha az yan etkiye sahip olan yeni 

terapötik stratejilerin geliştirilmesi gerekliliğini zorunlu 

kılmaktadır. 5-FU, yüksek anti-metabolik aktivitesi ile 

DNA ve RNA makro moleküllerini inhibe ederek 

hücrelere karşı seçici öldürücü etkiye sahip 

kemoterapötik ajan olarak kabul edilmektedir (4,5). 

Yakın zamanlı çalışmalarda, 5-FU'nun hücre 

döngüsünün durdurulması ve hücre ölüm tipi 
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apopitozisi uyarabildiği gösterilmiştir (17,18). Kolon 

kanseri dışındaki kanser türlerinde tek başına yüksek 

etki gösteremediğinden dolayı sisplatin, lökoverin ve 

oksalpin gibi ilaçlarla kombinasyon halinde 

kullanılmaktadır (5). Çoklu ilaç kombinasyonları, 

uygulanan ajanların etkinliğini artırmakla beraber, 

kombinasyonların neden olduğu yan etkilerin artmasına 

da neden olmaktadır. Doğal polifenolik bir bileşik olan 

resveratrolün, sahip olduğu antioksidan aktivite ile 

çeşitli kanser türlerinde apopitoizisi uyardığı ve 

anjiogenezisi baskıladığı rapor edilmiştir (19,20). Bu 

çalışma ile, akciğer kanseri A549 hücre hattında, 5-FU 

ve resveratrol kombinasyonun potansiyel etkisinin 

araştırılması amaçlanmıştır. Önceki çalışmalar, bir 

izoflavon olan genisteinin 5-FU ile birlikte tedavisinin, 

kolon kanseri hücrelerinin proliferasyonunu, sadece 

genistein veya 5-FU ile karşılaştırıldığında daha etkili 

bir şekilde azalttığını göstermiştir (21). Yapılan bir 

başka araştırmanın sonuçlarına göre, resveratrol ve 5-

FU ile kolon kanseri hücrelerinin birlikte tedavisi, tek 

başına resveratrol veya 5-FU ile karşılaştırıldığında 

hücre proliferasyonunu daha etkili bir şekilde inhibe 

ettiği bildirilmiştir (22). Yakın zamanlı bir başka 

araştırmada ise, B16 melenoma hücrelerinin resveratrol 

ve 5-FU ile kombine tedavisinin doz bağımlı olarak, 

hücre proliferasyonunu azalttığı, COX-2, VASP ve 

VEGF ekspresyon seviyelerini düzenleyerek, 

anjiyogenez üzerindeki sinerjistik bir etkiye sahip 

olduğu gösterilmiştir (23). Çalışmamızda, A549 

hücreleri, resveratrol (25 µM ve 50 µM) ve 5-FU (5 

µM) ile ayrı ayrı ve kombinasyonları halinde 24 saat 

süre ile tedavi edilmiştir. Tedavi sonrası hücre 

canlılıkları WST-1 testi ile belirlenmiştir. Elde 

ettiğimiz sonuçlara göre, 25 µM resveratrol tedavisinin 

hücre canlılığına bir etkisinin olmadığı öte yandan 

resveratrol (RES50, %16.77) ve 5-FU’nun (5-FU, 

%21.38) bireysel inhibisyon etkisinin kombinasyon 

gruplarında (RES25/5-FU, %30.79 ve RES50/5-FU, 

%38.02) önemli ölçüde arttığı belirlenmiştir (Şekil 

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

kombinasyonunun, tek başına resveratrol veya 5-FU ile 

karşılaştırıldığında hücre büyümesini daha verimli bir 

şekilde inhibe ettiğini göstermiştir. Dahası, A549 

hücresinde, resveratrolün 5-FU’nun, hücre canlılığı 

üzerine olan etkisini arttırdığını göstermektedir. 

Ayrıca, resveratrol ve 5-FU ayrı ayrı ve kombinasyon 

tedavilerinin, A549 hücre hattının koloni oluşturma 

yeteneğine olan etkisi koloni formasyon deneyi ile 

belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar kombinasyon 

gruplarında oluşan koloni sayısının sadece resveratrol 

ve 5-FU grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı bir 

biçimde azaldığını ortaya koymuştur (Şekil 1B). 

Seçilmiş resveratrol ve 5-FU’nun kombinasyon 

dozunun, hücre çoğalmasını ve A549 akciğer kanseri 

hücre hattının koloni oluşturma kabiliyetini inhibe 

etmede daha etkili olduğunu ortaya koymaktadır. 

Hücresel hasar, oksidatif stres ve DNA hasarına yol 

açabilen yüksek ROS seviyeleri, maruz kalmanın 

şiddetine ve süresine bağlı olarak hücre sağ kalımını 

veya apopitoz mekanizmalarını ortaya çıkarabilir. 

p53’ün kontrolü altında TIGAR’ın glikoliz 

inhibisyonuna neden olan hücresel fruktoz-2,6-

bisfosfat (Fru-2,6-P2) düzeyini azalttığı, pentoz fosfat 

yolağı vasıtasıyla NADPH düzeyini ise arttırarak ROS 

seviyesini kontrol ettiği ve oksidatif fosforilasyon 

kaynaklı apopitozisi engellediği bildirilmiştir (12,13). 

Ayrıca, TIGAR’ın metabolik veya beslenmeye dayalı 

oluşum gösteren streslere tepki olarak ROS'u 

modülasyona uğrattığı ve ROS kaynaklı otofajiyi 

inhibe ettiği rapor edilmiştir (24). ROS’a karşı oluşan 

yanıt antikanser ajanlarının sitotoksik etkisine karşı 

korumada kritik rol oynayabilmektedir (15, 25). Ayrıca 

hücre içi yüksek glutatyon (GSH) konsantrasyonu 

hücrelerin birçok kemoterapötik ajana karşı direnç 

kazanmasından sorumlu tutulmuştur (13). Kumar ve 

arkadaşları resveratrolün ROS aracılı apopitozis ve 

otofajiyi teşvik etmek için TIGAR’ı inhibe ettiğini ve 

olası kanser tedavisi için resveratrol ve klorokin 

kombinasyonunun önemli olduğunu bildirmişlerdir 

(26). Hücre hattına bağlı olmaksızın resveratrol 
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tedavisi uygulanan hastalarda TIGAR protein 

seviyesinde azalma gözlemlenmiş ve buna bağlı olarak 

resveratrolün ROS bağımlı anti-tümör aktivitesinde 

TIGAR proteinin önemli bir yere sahip olduğu 

belirlenmiştir (27). Farklı kanser hücre hatlarında 

TIGAR inhibisyonunun apopitotik yolağı aktive ettiği 

bildirilmiştir (13,28). Resveratrol ve 5-FU 

kombinasyonlarının hücre içi ROS düzeyine olan 

etkisini belirlemek amacıyla A549 hücreleri 24 saat 

süre ile resveratrol (25 µM, 50 µM) ve 5-FU (5 µM) ile 

ayrı ayrı ve kombinasyonları şeklinde tedavi edilmiştir. 

Tedavi sonrası A549 hücre içi ROS düzeyi DCFDA 

kiti kullanılarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, 

hücre içi ROS düzeyinin kontrol grubuna oranla 

RES25, RES50 ve 5-FU gruplarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir biçimde arttığını göstermiştir. 

Kombinasyon gruplarındaki artışın ise sadece 5-FU ile 

tedavi edilen grupla kayda değer bir farkı olmadığı 

belirlenmiştir (Şekil 2). Ayrıca çalışmamızın odak 

noktası olan, hücre içi ROS düzeyi ile doğrudan ilişkili 

TIGAR ve pro-apopitotik Bax proteinlerinin 

ekspresyon düzeyleri western blot analizi ile 

belirlenmiştir. Ekspresyon düzeyleri analiz sonuçlarına 

göre, TIGAR proteininin, kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında çarpıcı bir biçimde 5-FU grubunda 

%33.60 oranında arttığı, öte yandan RES25/5-FU 

kombinasyon grubunda %25.09 ve RES50/5-FU 

grubunda ise %41.05 oranında azaldığı tespit edilmiştir 

(Şekil 3A). Elde edilen bu sonuçlar, sadece 5-FU 

tedavisi ile artan TIGAR ekspresyonunun, 5-FU’nun 

resveratrol ile kombine edildiği gruplarda azaldığını 

göstermektedir. Kombinasyon tedavisi ile azalan 

TIGAR ekspresyonunun, ROS aracılı apopitozisi teşvik 

edebileceğini ortaya koymaktadır. Programlı hücre 

ölümü olan apopitoziste, anahtar uygulayıcısı olarak 

karşımıza Kaspaz-3 çıkarken, anti-apopitotik Bcl-2 ve 

pro-apopitotik Bax proteinleri apopitozisin 

mitokondriyal yolağında önemli roller oynamaktadır 

(29). Bcl-2, mitokondriyal membran 

depolarizasyonunu önleyerek kaspaz-3 aktivasyonunu 

baskılamakta ve apopitozisin inhibe olmasına neden 

olmaktadır. Öte yandan Bax, mitokondriyal membran 

depolarizasyonunu indükleyerek apopitozisi teşvik 

etmektedir (30). Yapılan çalışmalar, ROS'un Bcl-2/Bax 

bağımlı mitokondriyal yolağı düzenleyerek apopitozisi 

indükleyebileceğini göstermiştir. Bcl-2'nin 

fosforilasyonunu düzenleyen hücre içi ROS artışı, 

azalmış Bcl-2 ve artan pro-apopitotik Bax 

ekspresyonuna neden olmakta ve bunun sonucu olarak 

hücreyi apopitozise karşı hassas hale getirmektedir (31-

33). Elde ettiğimiz western blot sonucuna göre, Pro-

apopitotik Bax proteinin ekspresyonu kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında sadece RES50/5-FU kombinasyon 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu 

belirlenmiştir. Bu durum, sadece 5-FU tedavisinin 

TIGAR proteininin ekspresyonunu arttırdığını ve ROS 

aracılı apopitotik yolağın baskılanmasına neden 

olduğunu göstermektedir. Diğer yandan, resveratrol ve 

5-FU kombinasyonunun ise doz bağımlı olarak 

TIGAR’ın ekspresyonunu azalttığı ve pro-apopitotik 

Bax ekspresyonunu ise arttırdığını ortaya koymuştur. 

Elde ettiğimiz bu sonuçlar, A549 hücresinde 5-FU 

tedavisinin resveratrol ile birlikte kullanılmasının 5–

FU’nun kemoterapötik etkisinin artmasına olanak 

sağlayacağını göstermektedir. Ancak, 5-FU ve 

resveratrol kombinasyonun, akciğer kanseri üzerindeki 

etki mekanizmasının tam olarak aydınlatılması için 

ileri in vivo ve in vitro çalışmalar ile desteklenmesi 

gerekmektedir. 

Teşekkür: Bu çalışma TÜBİTAK tarafından (proje 

no:1919B011701166) desteklenmiştir. 
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