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RESVERATROL VE SİRTUİN1’İN  

P53(+/+) VE P53(-/-) KOLON KANSER HÜCRELERİ ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN 

İNCELENMESİ 

 

Güneş Özen, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü,  

Moleküler Tıp Anabilim Dalı, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

ÖZET 

Giriş: Kanser birden fazla kompleks moleküler değişikliklerden oluşan heterojen bir 

hastalıktır. Resveratrol, 70’ten fazla bitki türü tarafından sentezlenen doğal bir polifenoldür. 

Günümüzde resveratrolün anti-kanserojen etki gösterdiği ve çeşitli kanser hücreleri üzerinde 

anti-proliferatif ve apoptozu indükleyici etkilerinin olduğu bilinmektedir. Resveratrol ile ilgili 

yapılan son araştırmalar incelendiğinde; resveratrolün bir histon deasetilaz enzimi olan 

sirtuin1(SIRT1) aktivitesini arttırdığı belirlenmiştir. SIRT1’in tümör baskılayıcı molekül olan 

p53’ü deasetile ettiği de bilinmektedir. p53 mutasyonu kanser olgularının %50’sinden 

fazlasında görülmektedir; ancak teröpatik ajanların veya polifenollerin kanser hücrelerindeki 

etkileri çok farklı olabilmektedir. Bunun yanı sıra, kolon kanser hücrelerinde artmış SIRT1 

ekspresyonu olduğu da bildirilmektedir. Resveratrolün SIRT1 ekspresyonu ve sinyal ileti 

yolakları üzerindeki etkileri düşünüldüğünde, kolon kanser hücrelerinin p53 mutasyonu 

taşıyıp taşımadığı önem kazanmaktadır. Yapılan literatür çalışmasında resveratrolün p53 

varlığı ve yokluğunda kolon kanser hücrelerindeki sinyal ileti yolaklarına etkileri ve SIRT1 

ilişkisine yönelik yeterli bilgi bulunamamıştır. 

Amaç: Bu çalışmada amacımız, p53(+/+) ve p53(-/-) kolon kanser hücrelerinde resveratrolün 

SIRT1 aktivasyonu ve inhibisyonu şartlarında hücre canlılığı, apoptotik hücre ölümü ve çeşitli 

sinyal ileti yolakları üzerindeki etkilerinin incelenmesidir. 

Materyal ve Yöntem:  HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) kolon kanser hücrelerinde 

resveratrolün ve SIRT1 inhibitörü olan sirtinolün hücre canlılığına etkisi ve IC50 dozları 

WST-1 analizi ile değerlendirildi. IC50 dozlarında resveratrol ve sirtinol ile 24 ve 48 saat 

inkübasyon süresinde gerçekleşen hücre ölüm tipi (apoptotik/nekrotik) akış sitometrik 

Annexin-V/PI yöntemi ile incelendi. SIRT1 enzim aktivitesi fluorometrik aktivite kiti 

kullanılarak değerlendirildi. Hücre hatlarında SIRT1 ve p53 protein ekspresyon düzeyleri 
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Western Blot yöntemi ile belirlendi. TGFβ, WNT, p53, NFκB ve JAK/STAT yolaklarında 

bulunan 29 adet gen ekspresyon değişimi Gerçek Zamanlı PZR Yöntemi ile tüm deney 

gruplarında incelendi. Elde edilen veriler Student’s t testi ile istatistiksel analizi yapılarak 

p<0.05 anlamlılık düzeyinde resveratrolün sinyal ileti yolaklarındaki gen ekspresyonları 

üzerindeki etkileri, SIRT1 aktivitesi ve p53 bağımlılığı değerlendirildi. 

Bulgular: HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  kolon kanser hücrelerinde resveratrolün IC50  

değeri 48 saat için 60 µM olarak belirlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde belirlenen, IC50 

dozundaki resveratrolün apoptotik hücre ölüm yüzdesi akış sitometrik analizde 24 saatte 

%34.9; 48 saatte %45.7 ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde apoptotik hücre yüzdesi 24 saatte 

%27.4 oranında, 48 saatte %40 oranında saptandı. SIRT1 aktivite analizine göre, 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde sirtinol uygulaması ile SIRT1 inhibisyon dozu ve süresi sırasıyla 

80 µM ve 24 saat olarak belirlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde yapılan hücre canlılık 

analizinde, 24 saat 60 µM resveratrol uygulaması ile %40.4 oranında, sirtinol ve resveratrolün 

ardışık 24’er saat uygulanması ile hücre canlılığında %57.3 oranında azalma belirlendi. Aynı 

şekilde, HCT116p53(-/-) hücrelerinde 24 saat resveratrol uygulaması ile %43.6 oranında, ardışık 

uygulama ile canlılıkta %59.6 oranında azalma belirlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde 

resveratrol uygulaması ile %27.6, 24’er saat sirtinol ve resveratrolün ardışık uygulanması ile 

%33.4 oranında apoptotik hücre yüzdesi belirlendi. Aynı şekilde HCT116p53(-/-) hücrelerinde, 

resveratrol uygulaması ile %17.9, ardışık uygulama ile %18.2 oranında apoptotik hücre 

yüzdesi saptandı.  

Sirtinol ve resveratrolün ardışık olarak uygulandığı HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 protein 

ekspresyon düzeyinin kontrole göre p<0.05 düzeyinde anlamlı olarak azaldığı belirlendi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise anlamlı bir fark saptanmadı. Deney gruplarında yapılan gen 

ekspresyon analizleri sonucunda resveratrolün, kolon kanser hücrelerinin p53 mutasyonu ve 

SIRT1 aktivite düzeyine bağlı olarak proliferatif ve apoptotik etki gösterebilen birçok gen 

üzerinde istatistiksel olarak anlamlı değişim oluşturduğu saptandı. 

Sonuç: Yapılan bu araştırma ile resveratrolün (60 µM) HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  kolon 

kanser hücrelerinde hücre canlılığını etkilediği ve apoptotik hücre ölümüne yol açtığı 

saptanmıştır. Bununla birlikte araştırmamızın verileri hücrelerin p53 mutasyonu ve SIRT1 

aktivite düzeylerine göre değerlendirildiğinde; resveratrol (60 µM) uygulamasının hem 

apoptotik etki hem de gen ekspresyonu düzeyinde farklı değişimlere neden olduğu ilk kez 
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belirlenmiş oldu. Kolon kanser hücrelerinde resveratrolün p53 ve SIRT1 aktivitesine göre 

proliferatif ve/veya apoptotik etki gösterebileceğini öngörmekteyiz. Sonuç olarak kolon 

kanser hastalarında bilinçsiz resveratrol kullanımının farklı etkiler yaratabileceğini 

öngörmekteyiz. 

Anahtar Sözcükler: Kolon kanseri, Resveratrol, SIRT1, p53, Apoptoz, Sinyal ileti yolakları 
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF RESVERATROL AND SIRTUIN1 

ON p53(+/+) AND p53(-/-) COLON CARCINOMA CELLS 

 

Güneş ÖZEN, Dokuz Eylül University, Institute of Health Sciences,  

Department of Molecular Medicine, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

ABSTRACT 

Introduction: Cancer is a disease that includes heterogenic and complex molecular changes. 

Resveratrol is a natural polyphenol synthesized by more than 70 plant species. Nowadays, 

anti-carcinogenic effects of resveratrol, as well as anti-proliferative and apoptosis inducing 

effects have been proved in a variety of cancer cells. When recent studies on resveratrol are 

reviewed, activation of SIRT1, a histone deacetylase enzyme called as sirtuins has been 

shown. It has been known that SIRT1 has a role on deacetylation of p53.  In order to in more 

than 50% of cancer cases have p53 mutation responses of a cancer cell to therapeutic agents 

or polyphenols could be very different. On the other hand, increased expression of cytosolic 

SIRT1 has been reported in colon cancer cells. Considering the effects of resveratrol on 

SIRT1 expression, the influence of the signal transduction pathways in the presence or 

absence of p53 of colon cancer cells is gaining importance. However we couldn’t find 

illustrative knowledge in the literature about the effects of resveratrol on signal transduction 

in the presence or absence of p53 and also interaction with SIRT1.  

Aim: In the present study, we aim to investigate the effects of resveratrol on cell viability, 

apoptotic cell death levels and changes on gene expression of various signal transduction 

pathways under activated and inhibited SIRT1 conditions in p53(+/+) and p53(-/-) colon 

carcinoma cells.  

Material and Method: IC50 doses of resveratrol and sirtinol, which is a SIRT1 inhibitor, 

were determined by analysis of WST-1 in HCT116p53(+/+) and HCT116p53(-/-)  colon carcinoma 

cells. The cell death type (apoptotic/necrotic) of resveratrol and sirtinol applications in IC50 

dosages was determined by flow cytometric Annexin/PI method for 24 and 48 hours. The 

activity of SIRT1 enzyme was evaluated by fluorometric activity assay kit. SIRT1 and p53 

protein expressions were examined by western blot analyses. Real time PCR analyses were 

used to evaluate the changes of 29 gene expressions of TGF-β, WNT, p53, NF-κB and  
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JAK/STAT signal transduction pathways in all experimental groups. The effects of resveratrol 

on signal transduction pathways; SIRT1 activation and p53 dependency were evaluated by 

statistical analyses of obtained data.  

Results: IC50 level of resveratrol was found as 60 µM for 48 hour in HCT116p53(+/+) and 

HCT116p53(-/-) cell lines. Apoptotic cell death ratio was found as 34.9% for 24 hour and 45.7% 

for 48h and 27.4% for 24h and 40% for 48h in HCT116 p53(+/+)  and  HCT116p53(-/-) cell lines 

respectively. The inhibition dosage and timing of sirtinol application were determined by 

SIRT1 enzyme activity assay and found as 80 µM and 24 hour respectively. Decreases of cell 

viability for HCT116p53(+/+)  cell line was found as  40.4% for 24h after resveratrol treatment, 

and % 57.3 for 24h resveratrol treatment after pre-treatment with sirtinol for 24h. Decreases 

of cell viability for HCT116p53(-/-)  cell line was found as % 43.6 for 24h after resveratrol 

treatment, and  59.6% for 24h resveratrol treatment after pre-treatment with sirtinol for 24h. 

Apoptotic cell death ratios were determined as 17.9% for resveratrol treatment and 18.2% for 

consecutive treatments of sirtinol and resveratrol for 24h. Although in HCT116p53(+/+)  cell line 

SIRT1 protein expression levels were found statistically lower (p<0.05) than the control group 

in sirtinol pretreated group, statistically significant results have not been found for 

HCT116p53(-/-) cell line (p>0.05). The results of the gene expression analysis in all 

experimental groups showed that resveratrol has statistically significant capacity to change on 

multiple gene expressions which have proliferative or apoptotic capacity, depend on the p53 

and SIRT1 activity of the cell lines. 

Conclusion: This research has revealed that resveratrol (60µM) causes decrease in cell 

viability and increase in apoptotic cell death in HCT116p53(+/+) and HCT116p53(-/-) cell lines. 

However our research for the first time proved that the effects of resveratrol on some of gene 

expressions and apoptosis ratios could change by the p53 mutation and SIRT1 activity level 

of HCT116 colon carcinoma cells. We proposed that resveratrol might show proliferative 

and/or apoptotic effects according to p53 and SIRT1 activity in colon cancer cells. 

Consequently, we predicted that unconscious usage of resveratrol in colon cancer patient 

might cause adverse effects. 

Key Words: Colon Cancer, Resveratrol, SIRT1, p53,  Apoptosis, Signal Transduction 

Pathways  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ  

Kolon kanseri, Batı ülkelerinde tüm kanserler arasında üçüncü sırada mortaliteye sahip 

kanser türüdür. Kolon kanserinin tedavisi bu anlamda büyük önem taşımaktadır. Kanser 

sağaltımında özellikle doğal ürünlerin kullanımı oldukça yaygındır. Resveratrol (trans-3,5,4’-

trihidroksistilben) 70’ten fazla bitki türü tarafından sentezlenen doğal bir polifenoldür. 

Günümüzde resveratrolün anti-kanserojen etki gösterdiği ve çeşitli kanser hücreleri üzerinde 

anti-proliferatif ve apoptozu indükleyici etkilerinin olduğu bilinmektedir. Resveratrol ile 

yapılan son çalışmalar incelendiğinde; resveratrolün sirtuinler olarak adlandırılan histon 

deasetilaz enzimlerinden SIRT1(Sirtuin1)’i aktive ettiği gösterilmiştir. SIRT1; histon H1, H3 

ve H4’ün yanında p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NF-κB, p73 ve PGC-1α gibi birçok 

histon olmayan proteinleri de deasetile etmektedir.  

Kanser vakalarının %50’sinden fazlasında p53 mutasyonu olduğu için kanser hücresinin 

tedavi ajanlarına veya flavonoidlere yanıtı çok farklı olabilmektedir. Resveratrolün SIRT1 

üzerindeki ekspresyon arttırıcı etkileri düşünüldüğünde, p53 varlığı ve yokluğundaki sinyal 

ileti yolaklarına resveratrolün etkisi önem kazanmaktadır. 

Bugüne kadar yapmış olduğumuz literatür taramalarına göre resveratrolün SIRT1 

aktivitesi üzerindeki etkisi göz önüne alınarak, resveratrolün p53(+/+) ve p53(-/-) kolon 

kanser hücreleri üzerindeki etkilerini inceleyen bir araştırma bulunmadığı belirlenmiştir. 

Bu bilgi açığına katkıda bulunmak amacıyla bu çalışmada amacımız; p53(+/+) ve       

p53(-/-) kolon kanser hücrelerinde resveratrolün SIRT1’in aktif ve kısmen inhibe olduğu 

koşullarda hücrelerdeki hücre canlılığı, apoptotik hücre ölümü ve çeşitli sinyal ileti yolakları 

üzerindeki etkilerini incelemektir.  

Bu amaç doğrultusunda çalışmamızın hipotezi: Resveratrol kolon kanser hücrelerinde 

p53 ve SIRT1 aktivitesine bağımlı etki gösterir.   
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Hücre Döngüsü ve Kanser Oluşumu ile İlişkisi 

2.1.1. Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsü bir hücrenin bölünmesi sırasında meydana gelen hücresel olaylardan 

oluşan bir süreçtir. Bu süreçte S evresinde kromozomal DNA kopyalanarak iki katına çıkar ve 

M evresinde mitozun gerçekleşmesi ile kromozomları, hücresel organelleri ve sitoplazmaları 

aynı soydan gelen iki yavru hücre oluşur. Boşluk (Gap) evreleri olan G1 ve G2; S ve M 

evrelerini birbirinden ayırmaktadır. Basit bir hücre döngüsü modelinde hücre bölünmesi, 

Mitoz (M) ve G1, S, G2 evrelerinin birleşiminden oluşan bir interfaz (I)  sürecinden 

oluşmaktadır (1). Kültürde çoğaltılan tipik bir insan hücresinde 24 saatlik bir döngünün 23 

saatini interfaz, 1 saatini de M evresi oluşturmaktadır. Mitoz evresinde, mikroskopta 

gözlemlenen basamaklar, DNA’nın kromozomlarda yoğunlaşması, sentrozomların ayrılması 

ve sentrozomlardan mitotik iğler oluşması, nükleer membran bütünlüğünün bozulması, iğ 

mikrotübüllerinin kromozomlara bağlanması, kromozomların hücrenin ekvator ekseni 

boyunca dizilmesi, kardeş kromatidlerin ayrılması ve iki sentrozom etrafında gruplanarak iki 

kromozom takımını oluşturması, her bir kromozom takımı etrafında nükleer membran 

oluşması, kromozomların yoğunluklarını kaybetmeleri ve plazma membranının iki yavru 

hücreye ayrılmasıdır (sitokinez) (2). 

Evreler arasında en yoğun olan süreç M evresi olmasına karşın, hücre bir sonraki evreye 

geçmeden önce her evrede gerçekleşen biyokimyasal sürecini tamamlamak zorundadır. G1 

evresi ile denge halinde olan ek evre G0 evresidir ve bu evrede hücre ya durağan durumda ya 

da yaşlanma halindedir. Hücre döngüsüne katılmayan durağan hücre  (quiescent cell)  

hücrenin dış çevresinde oluşan büyüme faktörü konsantrasyon artışı gibi bir mitotik uyarı ile 

hücre döngüsüne tekrar katılabilir. Buna karşın yaşlanma halinde olan bir hücre (senescent 

cell)  mitotik büyüme faktörleri var olsa bile tekrar hücre döngüsüne giremez.  G0 evresinde 

siklin-bağımlı kinazları da içeren hücre döngüsü için önemli olan proteinler yoktur. Her evre 

duraksamayı ve ilerlemeyi sağlayan biyokimyasal kontrol noktaları ile sıkı bir kontrol 

altındadır.  Hücre dışı koşullar uygun olduğunda büyüme ve bölünme için sinyaller yeterli 

olduğunda ise hücre döngüsü, memeli hücrelerinde restriksiyon noktası olarak bilinen ve G1 

fazının sonunda bulunan kontrol noktası aracılığıyla erken G1 ya da G0’a ilerler.  Bu noktayı 

geçtikten sonra, hücre dışı sinyaller hücre büyümesi ve bölünmesinin ortadan kaldırılmasını 

gerektirse bile hücreler DNA replikasyonunu gerçekleştirir (3) (Şekil 1). 
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Şekil 1. Hücre döngüsü ve fazları (Kaynak 4’ten uyarlanmıştır) 

 

2.1.2.  Hücre döngüsünün düzenlenmesi 

Hücre döngüsünün kontrolü, döngüsel olarak aktive edilen protein kinazlara bağlıdır. 

Hücre döngüsü kontrol sisteminin kalbi, siklin bağımlı kinazlar (Cycline dependent kinase, 

CDK) olarak bilinen bir protein kinaz ailesidir. Döngü boyunca bu kinazların aktiviteleri 

artarak ya da azalarak hücre döngüsünün ilerlemesi sağlanmaktadır (5). CDK’lerin 

aktiviteleri, diğer protein kinazlar, fosfatazlar, siklin proteinleri ile birleşmesi ve CDK 

inhibitör proteinlerinin varlığı veya yokluğu ile sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. CDK 

düzenleyicilerinin en önemlileri siklin adı verilen proteinlerdir. CDK’ler aktiviteleri için 

siklinlere bağlıdırlar ve bir sikline sıkıca bağlanmazlarsa protein kinaz aktivitesine sahip 

olamazlar. Siklin düzeylerindeki döngüsel değişimler, siklin-CDK komplekslerinin 

aktivasyonunu ve bu aktivasyon sırasıyla hücre döngüsü evrelerini tetikler. Hücre döngüsünün 

her bir evresi için tanımlanmış CDK’lere bağlanan ve ökaryotik hücrelerde fonksiyon 

gösteren 3 sınıf siklin bulunmaktadır: 1. G1/S siklinleri; G1’in sonunda CDK’lere bağlanırlar 

ve hücreyi DNA replikasyonuna sevk ederler, 2. S-siklinleri; S evresi boyunca CDK’lere 

bağlıdır ve DNA replikasyonunun başlaması için gereklidirler; 3. M- siklinleri mitoz 

olaylarını tetiklerler. Erken G1 evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya bağlanır. 

Geç G1 evresinde sentezlenen siklin E ise CDK2’ye bağlanır. Bu üç kompleks, diğer 

aracılarla birlikte hücrenin S evresine girmesine ve S evresinde ilerlemesini sağlarlar. Siklin 

A, CDK2 ve CDK1‘e bağlanır ve bu kompleksler, hücrenin S fazını terk edip G2 evresine 

girmesini sağlar ve Siklin B’nin oluşumunu indüklerler. Siklin B, CDK1’e bağlanır ve bu 
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kompleks hücrenin G2 evresini terk edip M evresine girmesine izin verir. Siklinler, işlevlerini 

gerçekleştirdikten sonra, yıkımlandıkları ubikitin-proteazom yoluna girerler. CDK aktivitesi 

hem inhibe edici fosforilasyon ve inhibe edici proteinler tarafından baskılanabilir. Hücre 

döngüsü kontrol sistemi, döngüsel proteolize ve transkripsiyonel regülasyona bağlıdır (Şekil 

2) (3, 5, 6). 

 

 

Şekil 2. Hücre döngüsünün CDK-siklin kompleksleri ile regülasyonu (Kaynak 7’den 

uyarlanmıştır) 

2.1.3 Hücre Döngüsünde Retinoblastoma ve p53’ün Rolü 

Hücre döngüsünde G1/S CDK’lerin kritik substratı; ismini eksikliğinde oluşan 

retinoblastoma kanserlerinden alan Rb proteinidir. Rb proteini G1 ve G0 evrelerinde fosforile 

halde değildir ve bu yapıda olan Rb proteini E2F transkripsiyon faktörüne bağlanarak 

transkripsiyon faktörünün serbest kalmasını önlemektedir. G1 ve G1/S-CDK’ler tarafından 

Rb’nın fosforile olması konformasyonunu değiştirir ve E2F serbestleşir. Serbestleşen E2F;  S 

evresi için gerekli olan DNA polimeraz, dihidrofolat redüktaz, timidin kinaz ve G1/S evresi 

siklin proteinleri gibi gen ürünlerinin transkripsiyonunu arttırmak için hedef gendeki regülatör 

elemente bağlanır. G1/S siklin proteinleri G1/S CDK’lerin aktivitesini arttırır. G1/S CDK’ler 



10 

 

tarafından ve E2F transkripsiyon faktörünün serbestleşmesi ile fosforile Rb’nin oluşması G1 

evresinden S evresine girişin anahtar gereksinimidir. Rb’nin aktif formu olan fosforile 

olmamış Rb, E2F’i tutsak ederek inhibe olmasını sağlar. Rb’nin fosforile olması ile E2F’i 

tutsak etme özelliği kalmadığı için fosforile formu Rb’nin inaktif formudur. G1/S-CDK ve S-

CDK aktivitelerindeki artış, onların inaktivasyonuna ya da yıkımına neden olan p27 

fosforilasyonunu arttırır. Tüm bu etkileşimlerin sonuçları hızlıdır ve S-CDK komplekslerinin 

tam olarak aktivasyonları S-evresinin başlaması için gereklidir (7, 8, 9). 

Belirli kimyasallar ya da radyasyona maruziyet sonrası kromozomlar hasar gördüğünde, 

hücre döngüsü kontrol sistemi kolaylıkla DNA hasarını belirleyerek DNA hasar kontrol 

noktasında döngüyü durdurur. Çoğu hücre, biri S evresine geçişi engelleyen geç G1’de, biri 

mitoza girmeyi engelleyen geç G2’de olmak üzere en az iki kontrol noktasına sahiptir. 

Hücreler G2’de radyasyon hasarına maruz kalırsa, örneğin, hasarlanmış DNA, fosfataz 

Cdc25’i fosforile ve inaktive eden protein kinaz dizisine bir sinyal gönderir. Bu M-CDK 

aktivasyonu ve defosforilasyonunu engeller ve böylece mitoza girişi inhibe eder. DNA hasarı 

tamir edildiğinde, inhibe edici sinyaller sonlandırılır ve hücre döngüsü progresyonu kaldığı 

yerden devam eder. G1 kontrol noktası G1/S-CDK ve S-CDK komplekslerinin aktivasyonunu 

inhibe ederek S evresine ilerleyişi engeller (8). 

DNA hasarı hücrede çeşitli genlerin transkripsiyonunu uyaran gen düzenleyici protein 

p53’ün aktivasyonuna neden olur. Bu genlerden biri, G1/S-CDK ve S-CDK’ye bağlanarak 

onların aktivitelerini inhibe eden ve böylece S evresine girişi engellemede yardımcı olan p21 

olarak isimlendirilen bir CKI proteinini kodlar. p53; p21 gen ifadesini tanımlayacak olan waf1 

geninin transkripsiyonunu arttırarak hücre döngüsünü durdurur. p21 bir CDK inhibitörüdür 

(CKI) ve Rb’nın fosforilasyonunu baskılamak üzere G1/S evresindeki CDK’lere bağlanır.  

DNA hasarı dolaylı bir mekanizma ile p53’ü aktive eder. p21 düzeyindeki artış; G1 ve G1/S-

CDK’leri ve Rb’nin fosforilasyonunu inhibe eder. Fosforile halde olmayan Rb, E2F ile bağlı 

kalır ve hücre döngüsünün S evresine girişini engeller (Şekil 3).  DNA hasarının oluşması ile 

bu mekanizma (DNA-kinaz: p53-p21-G1-CDK) hücresel DNA’nın replikasyonu ile S evresine 

geçmesinden önce DNA tamiri için hücreye zaman tanır. Apoptozun başlaması için gereken 

p53 düzeyi p21 sentezi için gereken p53 düzeyinden daha yüksektir (8,10). 
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Şekil 3. p53 ve Rb tarafından G1/S evresi geçişinin düzenlenmesi (Kaynak 8’den 

uyarlanmıştır)  

 

Normal koşullar altında p53 düzeyi, p53’ün ubikitinasyonu ve proteozomlar tarafından 

yıkılımını sağlayan bir ubikitin ligaz olarak rol oynayan Mdm2 tarafından düşük tutulur. 

Kinaz ve Histon Asetil Transferaz (HAT) enzimleri ile uygun rezidülerin fosforilasyonu ve 

asetilasyonu p53’ün yıkılımını önler ve transkripsiyonel aktivitesini arttırır. E2F ve Myc gibi 

bazı protoonkogen transkripsiyon faktör proteinleri burada tümör baskılayıcı proteinler olarak 

hareket ederler. Uygun koşullar altında E2F ve Myc hücre bölünmesinde gerekli olan genlerin 

ekspresyonunu uyarır fakat uygun olmayan koşullar Arf protein ekspresyonunu arttırır. Arf, 

p53 ile etkileşimini önlemek ve dolayısıyla p53 düzeyini arttırmak için Mdm2’ye bağlanır. 

Arf ile uyarılmış mekanizma, hücre bölünme süreci başladıktan sonra bazı negatif sinyaller ya 

da koşullar oluştuğunda hücre bölünmesini durdurmak için hücresel bir kontrol mekanizması 

olabilir. Artan p53 aktivitesi hücre döngüsünde duraksamaya veya apoptoza yol açar (8) 

(Şekil 4). 
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Şekil 4. Hücre içi p53 düzeyinin ve aktivitesinin düzenlenmesi (Kaynak 8’den uyarlanmıştır) 

 

DNA hasarının düşük seviyesi her hücrenin normal yaşamında meydana gelir ve eğer 

hasar kontrol noktaları fonksiyon göstermiyorsa bu hasar hücrenin soyunda birikmektedir. 

Uzun dönemde hücre kontrol noktalarının eksikliğinde genetik hasarın birikimi kanser-

destekleyici mutasyonların frekansında bir artışa neden olur. p53 geninde mutasyonlar insan 

kanserlerinin tümünün en az yarısında meydana gelir. p53 fonksiyon kaybı kanser hücresinin 

daha kolay mutasyon biriktirmesine izin verir (11). 

p53, p21 ya da p16 gibi tümör baskılayıcı proteinler hücre yaşam döngüsünü 

duraksatma aktivitesi gösterirken, siklinler ve CDK’ler hücreyi bölünmeye doğru 

yönlendirdiklerinden onkogen olarak adlandırılırlar. Kanser oluşum mekanizmasında ardışık 

mutasyonlar sonucu hücre döngüsünün kontrolden çıkması gözlenmektedir. Bu mutasyonlar 

genellikle DNA onarım enzimlerinde inaktifleşme, proto-onkogenlerde aktifleşme-onkogene 

dönüşüm ve tümör baskılayıcı genlerde inaktifleşme olarak görülmektedir. Bu süreçte 

programlanmış hücre ölümü, hasarlı hücreleri ortadan kaldırarak, bir sonraki nesle kalıtım 

yoluyla geçecek ve kansere sebep olabilecek olası genetik mutasyonların sayısını 

azaltmaktadır (12). 
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2.2. Apoptotik Hücre Ölümü 

Apoptoz fizyolojik şartlardaki çok hücreli organizmalarda, hem gelişim sırasında hem 

de gelişimini tamamlamış organizmaların homeostazının sağlanmasında istenmeyen 

hücrelerin yok edilmesi için evrimleşmiş karmaşık bir mekanizmadır. Apoptoz veya Tip I 

hücre ölümü, oldukça sıkı kontrol mekanizması ile hücre sayısını kontrol eden ve hasarlı 

hücrelerin ortadan kaldırılmasını sağlayan mekanizmadır. Bu nedenle tümör hücrelerinin 

çoğalmasının baskılanmasında çok önemli rol almaktadır. Apoptoz mekanizması potansiyel 

zararlı hücrelerin yok edilmesi görevini üstlendiğinden pek çok hastalık ile de yakından 

ilişkilidir. Aşırı apoptoz, fazla hücre kaybı nedeniyle iskemik ve nörodejeneratif hastalıklara 

sebep olurken, yetersiz apoptoz otoimmün hastalıklara ve kansere neden olmaktadır. 

Fizyolojik süreçte büyüme faktörlerinin hücreye ulaşamaması veya hücrenin oksidatif stres, 

hipoksi, iyonize radyasyon, UV ya da ilaç uygulamaları gibi farklı etkenlerin etkisinde 

kalması sonucunda oluşan hasarlı hücrelerin yok edilebilmesi için apoptotik mekanizma 

tetiklenmektedir. 

Apoptoz mekanizmalarına genel olarak bakıldığında hücre-içi (organeller)/hücre-dışı 

(plazma membran reseptörleri) olmak üzere iki ana yol bulunmaktadır. Hücre-dışı tetiklenme 

mekanizmasında plazma membran yüzeyinde bulunan Fas reseptör (FasR) ve TNF reseptör 

ailesinden olan ölüm reseptörleri (TNFR)1 tarafından tetiklenebilmektedir.  Bu reseptörler 

sisteinden zengin ekstrasellüler bir bölgeye ve apoptotik mekanizmanın proteinlerine 

bağlanan sitoplazmik bir ölüm bölgesine (death domain) sahiptir. Fas ligandının (FasL) Fas’a 

veya TNFR1’e bağlanması ile reseptör aktive olmaktadır.  Fas’ın aktivasyonu reseptörün Fas-

ile ilişkili ölüm reseptörü (FADD, Fas-associating protein with death domain) ile multimerize 

olmasına; TNFR1’in aktivasyonu ise TNF-ilişkili ölüm bölgesinin aktivasyonuna (TNFR 

associated death domain) yol açmakta ve sonuçta FADD’ye bağlanması ile sonuçlanmaktadır. 

Sitoplazmada inaktif olan pro-kaspaz-8 FADD’ye bağlanarak aktif form olan kaspaz-8’e 

dönüşmekte ve sitoplazmik bir pro-apoptotik protein olan Bid proteinini proteolitik olarak 

keserek tBid formuna dönüştürmektedir. tBid mitokondriden sitokrom c (Cyt c) ve apoptoz 

indükleyici faktörün (AIF) salınımına veya direkt olarak kaspaz-3 aktivasyonuna neden 

olmaktadır. Apoptotik süreç içinde mitokondriden Cyt c’nin salınımı geri dönüşü olmayan 

hücre ölüm sürecinin başlaması anlamına gelmektedir. Bu aşamadan sonra Cyt c’nin; Apaf-1 

(apoptotik proteaz-aktive edici faktör-1) ve ATP ile birleşmesi ile kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktive 
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olmaktadır. Kaspaz–3 daha sonra pek çok apoptotik substrat ile reaksiyona girerek apoptozu 

karakterize eden morfolojik sonuçlara yol açmaktadır (13) (Şekil 5). 

 

Şekil 5. Hücre içi ve hücre dışı etkenlerle tetiklenen apoptoz yolakları (13) 

 

p53 sıklıkla ‘genomun koruyucusu’ olarak tanımlanmıştır (14). DNA hasarı ve diğer 

stres çeşitlerine yanıt olarak p53, hücre büyümesinin duraksaması, apoptoz ve hücre 

yaşlanmasını indüklemektedir Birçok kanserde görülen p53 ün mutasyonu ya da 

baskılanması, kritik öneme sahip fonksiyonların kontrolünün kaybı ile sonuçlanır, böylece 

tümör baskılayıcı olarak bilinen p53 tümörogenez sürecini başlatmada rol oynar (12, 14- 16). 

p53’ün aktivasyonu hem mitokondriyal (intrinsik) hem de ölüm reseptörü ile uyarılmış 

(ekstrinsik) apoptotik yolakları tetikler. p53 özellikle Bax, Noxa ve PUMA proapoptotik Bcl-

2 (B-cell lymphoma-2) ailesi proteinlerinin ekspresyonlarını uyarır, fakat mitokondri dış 

membran geçirgenliğine yol açan sağkalım yanlısı Bcl-2 ekspresyonunu azaltır. Sonrasında 

sitokrom c mitokondriden salınarak Apaf-1’e bağlanır ve başlatıcı kaspaz-9’un aktivasyonunu 

uyarır, sonuç olarak sonlandırıcı kaspaz-3, 6 ve 7’nin aktivasyonu gerçekleşir. Diğer taraftan, 



15 

 

aktive olmuş p53 aynı zamanda FAS (CD95/APO-1), DR5 (TRAIL-R2) ve PIDD (p53-

induced protein with death domain) bazı DR (ölüm reseptörü)lerin ekspresyonlarını arttırır. 

Kaspaz-8 ile birlikte, ölüm tetikleyici sinyal kompleksi oluşur ve sonradan kaspaz-3’ü aktive 

ederek apoptozu indükler (13, 17, 18). 

2.3. Kolon Kanseri 

Kanser birden fazla kompleks moleküler değişikliklerden oluşan heterojen bir hastalık 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Kanser tümörün köken aldığı dokunun tipine göre beş farklı 

türe ayrılmaktadır: karsinoma, sarkoma, lenfoma ve lösemi, kök hücre tümörleri ve blastoma. 

Karsinomalar epitelyal hücrelerden türevlenen malign tümörlerdir ve tüm kanser türlerinin 

%85’ini kapsarlar. En yaygın görülen karsinoma türleri meme, kolon, prostat ve akciğer 

kanseridir (19).  Kalın barsak; çekum, kolon, rektum ve anal kanal bölümlerinden meydana 

gelmektedir.  Kolon ise çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon adı verilen 

bölümlerden oluşmaktadır. Kolon; sigmoid kolon üzerinden rektuma, çekum aracılığıyla ise 

ince barsağın ileumuna bağlanır. Kolon kanseri ya da kolorektal kanser; kolon, rektum ve 

appendiks bölgelerinde meydana gelen kanser oluşumlarının tamamını kapsamaktadır.  

Amerika Birleşik Devletleri’nde yılda yaklaşık 49,700 kanser ölümünün yaklaşık %8’i 

kolorektal kanser sebeplidir. 2015 yılında yayınlanan verilere göre Amerika Birleşik 

Devletleri’nde yılda yaklaşık 132,700 yeni kalın bağırsak kanseri teşhis edilmekte ve 

bunlardan 93,090’nın kolon kanseri, kalanın ise rektal kanser olduğu belirtilmektedir (20). 

Dünyada en yüksek insidans oranları Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey 

Amerika’da, en düşük oranlar Afrika ve Güney-Orta Asyada bulunmuştur (21). Bu coğrafik 

farklılıkların genetik olarak belirlenmiş duyarlılıklardan köken alan çevresel maruziyetler ve 

diyetteki değişikliklerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Düşük sosyo-ekonomik durumun 

kolorektal kanserin gelişimi için de risk oluşturduğu öngörülmektedir (22). Fiziksel 

hareketsizlik, sağlıksız beslenme, sigara ve obezite gibi sağlığa zararlı fakat potansiyel olarak 

değişebilen davranışların, kolorektal kanser riskinin yeniden başlamasında sosyo-ekonomik 

eşitsizliğin kısmen sorumlu olduğu düşünülmektedir (23). Dünya Sağlık Örgütü GLOBOCAN 

veritabanına göre kolon kanser oranı erkeklerde kadınlardan yüksektir. Amerika Birleşik 

Devletleri'nde kolorektal kanser insidans oranları son 15 yıldan fazla bir süredir her yıl 

yaklaşık %2-3 oranında azaldığı belirtilmektedir. Oranlardaki bu azalma, erken dönemde 

kolonik poliplerin belirlenebilmesi ve ortadan kaldırılması, erken evrede kolorektal kanserin 
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tespiti, daha etkili tedavilerin geliştirilmiş olması özellikle de adjuvan (destekleyici) 

tedavilerle ilişkilendirilmiştir (24). 

2.3.1 Kolon Kanseri Oluşumu ve Moleküler Mekanizması 

Kolon kanseri, normal kolon epitelinin benign adenoma, ardından adenomatöz polipe ve 

daha sonra invazif kansere dönüşümünü kapsayan kromozomal ve mikrosatellit 

instabilitesinin de bulunduğu bir seri genetik ve epigenetik süreçler ile bağlantılıdır. 

 

Şekil 6. İnsan kolorektal karsinogenezinin adenoma-karsinoma modeli (Kaynak 25’ten 

uyarlanmıştır) 

Adenomatöz polipozis (APC) ya da β-katenin mutasyonları neoplastik süreci başlatır. 

Tümör ilerlemesi diğer genlerdeki mutasyonlar ve genomik instabilitesinden 

kaynaklanmaktadır. Bu süreç, hiper-proliferasyonun başlaması, küçük ve büyük adenomatöz 

poliplerin oluşması, displastik epitel yapısının adenomaya ilerlemesi (pre-kanseröz polip), 

adenokarsinomaya dönüşüm ve kanserin diğer dokulara yayılması ile metastatik kanserin 

oluşumunu kapsar (Şekil 6) (25, 26). 

Kolon karsinogenezinde iki moleküler mekanizma bulunmaktadır: Birincisi olan 

genomik instabilite, karsinogenez için kritik bir öneme sahiptir. En yaygın görülen genomik 

instabilite kromozomal instabilitedir. Kromozal instabilitenin moleküler temeli sırasıyla APC, 

KRAS, DCC ve TP53 delesyon ya da mutasyonları ile karakterize olan kromozal instabilite 

yolağına dayanmaktadır (27). Bekçi gen olarak APC bu yolakta önemli bir düzenleyicidir. Bu 

yolak aynı zamanda KRAS mutasyonu ile birlikte displastik anormal kript odaklarının 

oluşumunda yer almaktadır. Başlangıçta düşük düzeyde olan displastik kript odakları, ileri 
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derecede adenomatöz poliplere dönüşmekte ve son olarak invaziv kanseri oluşturmaktadır. 

İkinci mekanizma; genomik instabiliteden sorumlu mikrosatellit instabilite yolağıdır. Bu 

yolakta yanlış eşleşme tamir genlerinin (MLH1, MSH2, MSH6 ya da PMS2) disfonksiyonu 

özellikle mikrosatellitler olarak adlandırılan tekrarlı DNA sekansını hedeflemekte ve çok 

sayıda mutasyon birikimi ile karakterize olan genetik instabilite ile sonuçlanmaktadır (28, 29). 

Kolon kanserinin gelişimi, tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin 

aktivasyonlarını içeren çok faktörlü ve çok adımlı bir süreçtir. p53’ün tümör baskılayıcı bir 

gen olarak anti-kanser savunmanın en önemli öğelerinden biri olduğu birçok çalışmada 

doğrulanmıştır (30). TP53 insan kanserlerinde en yaygın olarak mutasyona uğrayan gendir 

(31). Tümörün patolojik sürecinde adenoma-karsinoma geçişinde TP53 mutasyonlarının kritik 

bir rolü olduğu düşünülmektedir (32). Kolon kanserinde TP53 mutasyonu proksimal kolon 

tümörlerinin %34’ünde ve distal kolorektal tümörlerin %45’inde meydana gelmektedir. Bu 

mutasyonların çoğunluğu, TP53 geninde ekzon 5-8 (DNA bağlanma domaini)de özellikle 

175, 245, 248, 273 ve 282 kodonlarda G’den A’ya C’den T’ye geçişlere yer vererek proteinde 

aminoasit dizisi değişiklikleri ile sonuçlanır. Bunun gibi DNA bağlanma domaininde yer 

değiştirmelerin yığılması, spesifik DNA bağlanmasının bozulması ve dizisel transaktivasyona 

neden olur (33, 34). p53 mutant olan kolorektal kanser hastalarında daha fazla kemorezistans 

ve yabanıl tipe göre daha kötü prognoz görülmektedir (35, 36). 

Tumorportal.org 2014 verilerine göre kolorektal kanserlerde görülen gen mutasyonları 

ve sıklığı aşağıdaki şema ile ifade edilmektedir (Şekil 7) (37). 

 

 

Şekil 7. Kolorektal kanserde görülen mutasyonlar (Kaynak 37’den uyarlanmıştır) 
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2.4. Kanser Progresyonunda Genel Epigenomik Düzenlenmeler 

Laboratuvar hayvanlarının kullanımıyla ve insanlarda yapılan epidemiyolojik 

çalışmalar, diyetsel girişim denemeleri; yaşam tarzı ve çevresel faktörlerin çok çeşitli 

neoplazmların gelişiminde kritik bir rol oynadığını gösteren kanıtlar sağlamaktadır. Kimyasal 

karsinojenler, çevresel kirleticiler, diyetsel kontaminantlar ve fiziksel karsinojenleri içeren 

çevresel faktörler insan kanserlerinin etiyolojisinde önemli rol oynamaktadır. Ek olarak, alkol 

tüketimi, sigara kullanımı, güneş ışığına maruziyet, artmış yağ tüketimi gibi yaşam tarzı 

faktörleri ve kronik stres de kanser oluşumu ve gelişimini desteklemektedir. Bu çalışmalar, 

kanserin kompleks bir hastalık olduğuna ve hem genetik hem de epigenetik modifikasyonların 

varlığına kanıt oluşturmuştur. Mikroçevre-aracılı epigenetik bozulmalar neoplastik gelişimde 

önemli bir rol oynamasına rağmen kanserin başlaması ve ilerlemesi, öncelikle edinilmiş 

genetik değişimler ile hareket eder (38). “Epigenetik”, gen ekspresyonunun dinamiklerinin 

düzenlenmesinde yeterli düzeyde etkili ve DNA dizisinde değişiklik oluşturmayan gen 

aktivitesinde ve ekspresyonunda meydana gelen kalıtsal değişiklikler olarak tanımlanır 

(39,40). Epigenetik modifikasyonlar, potansiyel olarak geri dönüşümlü olduğundan 

beslenmenin yer aldığı kanser önleyici ve tedavi stratejiler için çekici ve umut verici olarak 

görülmektedir. Epigenetik düzenlemeden sorumlu anahtar süreçler, DNA metilasyonu, 

kromatinde modifikasyonlar (çekirdek histonların kovalent modifikasyonu) ve kodlanmayan 

RNA’lar (mikro-RNA’lar) tarafından post-transkripsiyonel gen regülasyonlarıdır (41, 42). 

Kanserin başlangıcı ve progresyonu genel olarak genom ve epigenom deregulasyonları 

ile ilişkilidir. Tümörögenez sürecinde görülen epigenetik deregulasyonlar (DNA metilasyonu, 

histon modifikasyonları ve miRNA’ya bağlı düzenleme) giderek daha fazla bildirilmektedir.  

Farklı kromatin düzenleyici enzimler ve kanser ile ilişkili anomaliler de keşfedilmekte ve 

sınıflandırılmaktadır. Kromatin enzimlerindeki değişimlerin ve kanserdeki rollerinin daha iyi 

anlaşılması kanserin önlenmesi ve tedavisinde epigenetik hedeflemenin kullanılabilmesinde 

önemli bir basamaktır (43). Epigenetik mekanizmalar nükleozomun sıkılığını kontrol ederek 

gen ifadelerini düzenlerler. Bu mekanizmalar DNA metilasyonu ya da histon 

modifikasyonları ile sağlanır. Bu süreçte yer alan enzimler: DNA metiltransferazlar (DNMT), 

Histon metiltransferazlar (HMT), Histon asetiltransferazlar (HAT) ve Histon deasetilazlar 

(HDAC)’lardır. Bu enzimlerden, HAT ve HDAC enzimleri histon proteinlerinin lizin 

rezidülerine asetil gruplarının bağlanması ile kromatinlerin konformasyonel yapısını 

değiştirerek gen regülasyonunda rol oynayabilmektedir (44) (Şekil 8) 



19 

 

 

Şekil 8. HDAC ve HAT’ların genel fonksiyonları (Kaynak 43’ten uyarlanmıştır.) 

 

2.5. Histon Deasetilazlar 

Histon deasetilazlar dört sınıfa ayrılmaktadır. Sınıf 1 HDAC’lar: (HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 ve HDAC8), Saccharomyces cerevisae Rpd3 homoloğu; Sınıf II (sınıf IIa ve sınıf 

IIb’ye ayrılır) HDAC’lar (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10), maya 

HDAC1 homoloğu Sınıf III HDAC’lar (sirtuinler), maya Sir2 homoloğu enzimler içerir. Sınıf 

IV’de sadece HDAC11 bulunmaktadır. 

Sınıf III HDAC’lar, Sirtuinler, nikotinamid adenin dinükleotid (NAD)+-bağımlı 

deasetilaz ya da mono-(ADP-ribozil)transferaz aktiviteleri ile birlikte neredeyse tüm türlerde 

bulunabilen evrimsel olarak korunmuş bir ailenin üyeleridir. Silencing information regulator 

2 (Sir2) Saccharomyces cerevisiae mayasında tanımlanmıştır (45). İlk olarak sirtuinlerin 

eşleşme tipi lokuslarının (mating-type loci) transkripsiyonel susturucusu olarak keşfedilmiş, 

aynı zamanda çoğu çalışmada genom instabilitesi, hücresel metabolizma, DNA tamiri, 

kromozomal stabilite, yaşlanma ve kanserdeki çeşitli biyolojik rolleri gösterilmiştir (46). 

Memeli sirtuinlerinin, başlıca histon deasetilaz aktivitesine sahip (SIRT1, SIRT2, SIRT3, 

SIRT5 ve SIRT7) ya da monoriboziltransferaz aktivitesine sahip (SIRT4 ve SIRT6) yedi 

izoformu bulunmaktadır (SIRT1-7) (Tablo 1). SIRT1, -6 ve -7 çoğunlukla nükleer, SIRT2 

sitoplazmik, SIRT3, -4, -5 mitokondride lokalizasyon göstererek farklı fonksiyonlarda 

bulunmaktadır. Her bir sirtuin yaklaşık 275 aminoasitlik korunmuş katalitik çekirdek bölgesi 

ve özgün olarak değişen uzunlukta ilave N-terminal ve/veya C-terminal diziler ile karakterize 

edilmektedir (47). 
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Tablo 1. Sirtuin izoformları ve fonksiyonları (47). 

 

 

 

 

 

Sınıf Sirtuin Enzim 

Aktivitesi 

Temel Substratlar Fonksiyonları 

 

I  

 

SIRT1 Deasetilaz Histon H1K26, H3K9, 

H3K18, H4K16, p53, 

FOXO, Rb, Ku70, p300, 

NF-κB, PGC-1α, PPARγ, 

UCP2, Asetil-CoA sentetaz 

1, MnSOD, Smad7, MyoD, 

Per2, SUV39H1 

Hücre sağkalımı, yaşam süresinin 

düzenlenmesi, metabolizmanın 

düzenlenmesi, inflamasyon, 

oksidatif stres yanıtı 

I  

 

SIRT2 Deasetilaz α-tübülin, FOXO, Histon 

H4K16 

Hücre döngüsü regülasyonu, sinir 

sistemi gelişimi 

I  

 

SIRT3 Deasetilaz Histon H3K9, H4K16, 

Acetil-CoA sentetaz 2, 

Ku70, 

FOXO3a, MnSOD 

Mitokondriyal metabolizma 

regülasyonu, yağ asidi oksidasyonu, 

ATP üretimi 

II  

 

SIRT4 ADP-ribozil-

transferaz 

Glutamat dehidrogenaz Mitokondriyal metabolizmanın 

düzenlenmesi, insülin salınımı 

III  

 

SIRT5 Deasetilaz/De

malonilaz/ 

Desüksinilaz 

 

Karbomoil fosfat sentetaz 

1, Sitokrom c 

Apoptoz, protein-protein etkileşmesi 

ve protein kararlılığının düzenlenmesi, 

üre döngüsü 

IV  

 

SIRT6 Deasetilaz/ 

ADP-ribozil-

transferaz 

 

Histon H3K9, H3K56, 

TNF-α, HIF1α 

 

Genom kararlılığı (baz çıkarma 

onarımı), DNA tamiri 

IV  

 

SIRT7 Deasetilaz Histon H3K18, p53 rRNA transkripsiyonunun 

düzenlenmesi, 

hücre döngüsü düzenleme 
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2.5.1. SIRT1 ve Kolon Kanserinde Önemi 

SIRT1 (silent mating type information regulation 2 homolog 1), NAD+ tüketerek ve 

nikotinamid (NAM) ve 2’-O-asetil-ADP-riboz oluşturarak farklı proteinlerin deasetilasyonunu 

katalizler. NAM, nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT), Nikotinamid mononükleotid 

adeniltransferaz (NMNAT) enzimleri ve nikotinamid mononükleotid (NMN) ara molekülü ile 

bu çevrim devam etmektedir (48) (Şekil 9). 

                                  

Şekil 9. SIRT1 tarafından katalizlenen enzimatik reaksiyon (Kaynak 48’den uyarlanmıştır) 

SIRT1’in özellikle p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NFkB, p73, PGC-1α ve PPARγ 

gibi hücresel yaşlanma, hücre döngüsü progresyonu ve apoptoz süreçlerinde yer alan 

proteinleri deasetile ettiği bildirilmiştir (47). 

Kanser hücrelerinde hipermetile olan genlerin epigenetik susturulmasında SIRT1’in 

önemli bir rolünün olduğu bulgusu kanser biyolojisi açısından büyük bir öneme sahiptir. 

Birçok etkisi gösterilen SIRT1’in onkojenik olduğu üzerinde durulmaktadır. SIRT1’in 

onkogen olarak mekanizması multi-faktöriyeldir (49). 

Kanser hücrelerinde genellikle yüksek ekspresyon seviyelerine sahiptir. SIRT1’in 

nukleusta lokalize olarak p53 gibi önemli transkripsiyon faktörlerini deasetile ederek p53’ün 

potansiyel tümör baskılayıcı özelliğini tehlikeye atabileceği öngörülmektedir. Çeşitli 

organizmalarda SIRT1’in tek kopya artışları ya da sirtuin aktivatörlerinin uygulanmasıyla 

hücresel yaşam süresini arttırdığı gösterilmiştir. Bu durumun yararlı etkisi olabileceği gibi 

tümör ilerlemesi sürecinde neoplastik hücrelerin oluşumu açısından zararlı bir etkiye sahip 

olabilir (50-53).  
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Kolon kanserlerinde prognozu belirleyen molekül olarak p53’ün yanı sıra SIRT1’in de 

önemli olduğu vurgulanmaktadır. Kabra ve ark.’nın (54) yapmış olduğu çalışmada, HCT116 

hücrelerinde SIRT1 overekspresyonunun tümör oluşumunu inhibe ettiği ve SIRT1’in siRNA 

ile susturumunun ksenograft modelinde tümör oluşumunu arttırıcı etkisinin bulunduğu ancak 

aynı çalışmada SIRT1 inhibisyonu ile hücrelerin kemoterapi ilaçları tarafından apoptoza 

duyarlı hale gelebileceği belirtilmektedir. Kolon mukozası, normal mukoza ve benign 

adenomalarda immünohistokimyasal boyama ile yapılan çalışmalar, yüksek SIRT1 

seviyelerinin bulunduğunu, SIRT1 overekspresyonun evre I/II/III kolorektal 

adenokarsinomaların yaklaşık %25’inde ve ileri evre IV tümörlerinde de nadir olarak 

bulunduğunu göstermiştir.  Yapılan bu çalışmada karsinomaların %30’unda da normalden 

düşük SIRT1 ekspresyonu olduğu belirlenmiştir Bu bağlamda kolon kanserinin önlenmesi ve 

tedavisinde SIRT1 aktivatörlerinin ve inhibitörlerinin kullanımının önemi olduğu 

vurgulanmaktadır (54).  

Kanser tedavisinde polifenolerin kullanımı ve kanser hücrelerindeki etkileri güncel ve 

henüz açıklanamamış noktaları bulunan bir araştırma alanıdır.  Özellikle SIRT1 aktivatörü 

olarak etki gösteren polifenolller anti-kanser etkilerinin yanı sıra bu özellikleri ile de öne 

çıkmaktadırlar. Bununla birlikte sirtuinlerin aktivasyonu ve polifenollerin sirtuinler üzerindeki 

etkileri henüz net olarak açıklanabilmiş değildir. Resveratrol bir SIRT1 aktivatörü olarak 

bilinmektedir (55,56) 

Howitz ve ark. çeşitli polifenollerin SIRT1 deasetilasyon aktivitesini arttırdığını 

göstermişlerdir. Yapılan çalışmada, 15 bitkisel polifenolden resveratrol (13 kata kadar) başta 

olmak üzere butein (8.5 kat), picaetannol (7.9 kat), isoliquiritigenin (7.6 kat), fisetin (6.6 kat) 

and quercetin (4.6 kat) polifenollerinin HeLa kanser hücrelerinde SIRT1’in aktivitesini 

arttırdığı belirlenmiştir. Resveratrolün doğrudan SIRT1’in doğal substratı olan p53’ten 

türevlendirilmiş fluorojenik asetile peptidin yer aldığı in-vitro deney ile SIRT1’in deasetilaz 

aktivitesini uyarabildiği gösterilmiştir. Resveratrol ile deasetilasyon aktivitesinin uyarımı, 

çeşitli SIRT1 aracılı fizyolojik süreçlerin düzenlenmesi ile sonuçlanmıştır (53). Resveratrolün 

doğrudan transkripsiyonel ya da translasyonel düzeyde SIRT1 ekspresyonunu uyarabildiği ve 

buna benzer olarak kanser hücreleri de dahil olmak üzere çeşitli hücrelerde SIRT1 protein 

seviyelerini anlamlı olarak arttırabildiği pek çok çalışmada gösterilmiştir (57-59). 
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2.6. Doğal Polifenollerden Resveratrol  

Günümüzde pek çok bitkisel polifenol anti-kanser ajan olarak farklı kanser türlerinde 

hem tedavi amaçlı hem de koruyucu etkileri çok sayıda hücre kültürü, hayvan modeli ve insan 

çalışmaları ile belirlenmiştir (60-62). Tahminlere göre 8000’den fazla diyetsel polifenol 

bulunduğu öne sürülmektedir ve kimyasal yapılarına göre on farklı genel sınıfa 

ayrılmaktadırlar (63). Özellikle bu sınıflardan fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler ve 

lignanlar aynı zamanda dünya çapındaki toplumların günlük beslenmelerinin bir parçası olan 

polifenol bakımından zengindir. En çok çalışılan ve kanserden koruyucu özelliği bulunan 

polifenollerin en bilinen örnekleri; EGCG (yeşil çay), curcumin (köri) ve resveratroldür.  

 

Şekil 10. Resveratrolün kimyasal yapısı (trans-resveratrol) (64).  

Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksistilben), fitoaleksin denilen savunma 

moleküllerinden oluşan, stilben sınıfına ait ve 70’ten fazla bitki türü tarafından sentezlenen 

doğal bir polifenoldür (Şekil 10). Daha çok üzüm kabuğu, fıstık, çilek, dut gibi çeşitli 

meyvelerde bulunur (65). Siemann ve ark.’nın (66) şaraplarda resveratrolü tanımlamalarıyla, 

resveratrolün sağlık üzerine etkisine ilişkin çalışmalar hız kazanmıştır. Özellikle kırmızı 

şarapta resveratrolün yüksek içeriğinin nedeni şarap fermentasyonu sırasında meyve kabukları 

ile temas süresinin uzun olmasıdır. Beyaz şarapta resveratrol içeriğinin kırmızı şaraptan düşük 

olmasının nedeninin, beyaz şarabın fermentasyon işleminin meyve kabuklarının 

ayrılmasından sonra yapılmasına bağlanmaktadır. Kırmızı üzüm kabuğunun yaş ağırlığında 

gram başına yaklaşık olarak 50-100 µg resveratrol içeriği bulunurken, kırmızı şarapta 1,5-3 

mg/L olarak bulunmaktadır (67, 68). Resveratrol, ısıya dayanıklı bir özellik taşıması 

nedeniyle, birçok yiyecek çeşidinde aktif formunu (trans-resveratrol) koruyabilmekte, ağız 

yoluyla alındıktan hemen sonra sindirilmekte ve hızla kana karışmaktadır (69,70). Yapılan 

son araştırmalar diyetsel polifenollerin kemopreventif potansiyelinin kanser hücrelerinde 

epigenetik değişiklikleri düzenleme özellikleriyle ilişkili olabileceğini önermektedir. Bu 
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bağlamda epigenetik modifikasyonların erken ortaya çıkması ve potansiyel olarak tersinir 

özellik taşıması, klinik bakış açısıyla diyetsel polifenollerin önemini ortaya koymaktadır. 

Ancak flavonoidlerin kanser hücrelerinde çeşitli epigenetik modifikasyonlara etkisi ve bu 

mekanizmaları nasıl düzenlediği, halen başlangıç aşamasında olan bir konudur. Bununla 

birlikte diyetsel polifenollerin epigenetik etkileri birçok çalışmada rapor edilerek tedavi için 

umut vaat ettiği bildirilmiştir (71). 

Çeşitli kanser hücrelerinde resveratrolün olumlu etkileri ilk olarak Jang ve ark. (65) 

tarafından 1997 yılından beri yapılan araştırmalar ile ortaya konmaktadır. Resveratrolün anti-

kanserojen etki gösterdiği, çeşitli kanser hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği, güçlü 

antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri uyardığı ve apoptozu indükleyici etkilerinin olduğu 

bilinmektedir. Resveratrolün kansere karşı yararlı etkileri, karsinogenezin başlangıç, oluşum 

ve ilerleme olmak üzere lenfoid and miyeloid kanserlerle birlikte; meme, kolon, pankreas, 

mide, prostat, baş ve boyun, over, karaciğer, akciğer ve serviks kanserlerinde tüm evreler için 

gösterilmiştir (72-74). 

Yapılan in-vitro çalışmalarda resveratrol uygulanmış hücrelerde en sık görülen ölüm 

tipinin apoptoz olduğu belirtilmektedir. Resveratrolün antiproliferatif etkisinin; birçok 

transkripsiyon faktörünün inhibisyonu, p53, kaspazlar ve Bax protein ekspresyonu artışı ile 

survivin, siklinler ve Bcl-2 protein ekspresyon azalışı ile olduğu belirtilmektedir (72). Basly 

ve ark. (75), MCF-7 hücrelerinde resveratrolün düşük dozlarının (1 µM) östrojen reseptörü 

üzerinde bir etkisinin bulunmadığını ve orta seviyedeki konsantrasyonlarının büyümeyi 

uyarıcı, 50 µM ve üzerindeki dozların sitotoksik ve apoptozu uyarıcı etkilerinin olduğunu 

göstermişlerdir. MCF-7 hücrelerinde yapılan diğer çalışmalarda resveratrolün kaspaz-3/9, p53 

ve bax ekspresyonlarını uyardığı; Akt, STAT3, PI3K, Bcl-2, NF-κB ve aromataz 

ekspresyonlarını downregüle ettiği ve çoğunlukla S fazında hücre döngüsü duraksamasına 

neden olduğunu rapor etmişlerdir (76, 77). Resveratrolün LNCaP ve PC-3 hücrelerinde reaktif 

oksijen türlerini oluşturduğu, kaspaz bağımlı hücre ölümünü tetiklediği ve PI3K-Akt yolağını 

inhibe ettiği gösterilmiştir (78, 79). Akut miyeloid lösemi hücrelerinde resveratrolün IL-1β 

aracılı proliferasyonu ve NF-κB’nin downregülasyonunda yer alan temel mekanizmayı inhibe 

ettiği, proliferasyonu baskıladığı ve apoptozu uyardığı gösterilmiştir (80). Resveratrolün 

multiple miyeloma hücrelerinde NF-κB ile düzenlenen antiapoptotik ve hücre sağkalım gen 

ürünlerinin ve STAT3’ün downregülasyonu ile kemorezistansı ortadan kaldırdığı, apoptozu 

uyardığı ve proliferasyonu inhibe ettiği belirlenmiştir (81). 
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Resveratrolün membranda bulunan ölüm reseptör düzeylerini arttırarak ekstrensek 

apoptotik yolağı tetiklediği ve bu şekilde hücre ölümüne yol açtığı rapor edilmiştir. Delmas ve 

ark.’nın (82) SW480 kolon kanser hücrelerinde yapmış olduğu çalışmada, resveratrol aracılı 

apoptozun, Fas-DISC-FADD-prokaspaz-8 kaskadının tetiklenmesi ile ilişkili olduğu 

saptanmıştır. Bunun yanı sıra, akut lösemi hücrelerinde yapılan çalışmada, resveratrolün Fas 

bağımsız olarak önce hücre döngüsünün S fazında duraksamaya sonra hücre ölümüne yol 

açtığı gösterilmiştir (83). Birçok çalışmada da resveratrolün pro-apoptotik etkilerinin 

mitokondri fonksiyon değişimleri ile ilişkili olabileceğini öne sürmektedir. Özellikle 

resveratrolün mitokondri membran depolarizasyonu (84), FoF1-ATPaz inhibisyonu (85) ve 

Bcl-2 bağımlı yolak modifikasyonlarını uyardığı rapor edilmiştir (86). Zheng ve ark. (85) 

resveratrolün yarışmalı olmayan bir mekanizma ile FoF1-ATPaz/ATP sentaz enzimatik 

aktivitesini inhibe ettiğini bulmuşlardır. Bunun yanı sıra resveratrol uygulaması ile pro-

apoptotik Bax proteininin ekspresyonunun arttığı ve anti-apoptotik Bcl-2 proteininin 

ekspresyonunun azaldığını gösteren birçok çalışma bulunmaktadır (87,88).  

2.6.1.Kolon Kanserinde Resveratrolün Etkileri 

Birçok raporda resveratrolün kolon kanseri hücrelerinin proliferasyonunu baskıladığı 

belirtilmiştir (89). Mohan ve ark. (90) HCT116bax(+/+) ve HCT116bax(-/-) kolon kanser 

hücrelerinde yaptıkları çalışmada resveratrol aracılı apoptozun kısmen Bax bağımsız olduğu 

fakat daha çok Bax/Bak inaktivasyonu ile ilişkili olduğunu göstermişlerdir. Mikrosatellit 

kararsızlığı bulunan HCT116p53+/+ ve HCT116p53-/- hücre hatlarında resveratrol ve 5-FU ile 

yapılan çalışmada, apoptozun p53’ten bağımsız olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. Düşük 

resveratrol konsantrasyonlarında p53’ün apoptoza karşı koruyucu etkisi gösterilmiştir. 

Katlanma zamanı yaklaşık 30 saat olan hücrelere 10-100 µM konsantrasyonlarında resveratrol 

uygulaması ile gerçekleşen hücre ölümünün FasL ile ilişkisinin bulunmadığı belirtilerek 

mitokondri aracılı bir yolakla ilişkili olduğu saptanmıştır (91). Nutakul ve ark.’nın (92) 50 

µM resveratrol ile gerçekleştirdiği çalışmada resveratrolün kolon kanser hücrelerinde 

diferansiyasyonu arttırıcı etkisi belirlenmiştir. HCT116 hücrelerinin, bir stilben türevi olan 

pterostilben ile karşılaştırıldığında resveratrole daha duyarlı olduğu, kesilmiş PARP ve 

kaspaz-3 proteinleri ile apoptotik yolağın uyarılmasıyla gösterilmiştir. 

TGFβ sinyal yolağı, hücre proliferasyonu, farklılaşma, migrasyon ve apoptozu içeren 

çok sayıda biyolojik süreçlerde yer alan ve insan kanserlerinde çoğunlukla değişim gösteren 
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hücresel sinyal yolaklarından biridir. TGF-β sinyalinin bazı alt akım hedefleri, büyüme 

tutuklamasına neden olan hücre döngüsü kontrol noktası genleri CDKN1A (P21), CDKN1B 

(p27) ve CDKN2B (p15) ve onların aktivasyonları önemlidir. Buna bağlı olarak, TGF-β 

normal intestinal epitelde hücre proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu uyararak tümör 

baskılayıcı olarak görev yapar (93, 94). Kolon karsinoma hücre hatlarında yapılan çalışmada, 

HT29 ve HCT116 hücrelerinde 10 ve 30 µM dozlarında resveratrolün TGF-β yolağının 

etkisinde bulunan genlerden biri olan TRAIL’in uyardığı apoptozu arttırdığı gösterilmiştir 

(95). TGF-β’nın siklin bağımlı kinaz inhibitörü p27 düzeylerine eşlik ederek hücre 

döngüsünün geç G1 evresinde hücre döngüsü duraksamasına aracılık ettiği bilinmektedir (96). 

resveratrolün HT-29 kolon kanseri hücre hattında TGF-β yolağında proliferasyonu inhibe 

etme potansiyeline sahip p27 protein ekspresyonunu arttırdığı belirlenmiştir (97). 

Wnt sinyal yolağı, hücre döngüsünün düzenlenmesinde, hücre proliferasyonu, 

farklılaşması ve adezyonunda, tümör oluşumunda, sinaps oluşumu, adipogenez, anjiyogenez 

gibi önemli biyolojik olaylarda rol almaktadır. Wnt sinyal yolağının sürekli aktivasyonu ve β-

katenin birikimi, solid tümörlerde sıklıkla görülmekte ve kontrolsüz hücre büyümesi ve 

farklılaşmaya neden olmaktadır (98-100). HT-29 kolon kanseri hücrelerinde, resveratrol 

uygulaması ile insülin benzeri büyüme faktörü 1 (IGF-1)R protein düzeylerinin 

baskılandığını, Akt ve Wnt sinyal iletim yolaklarının inhibe edildiğini bildirmişlerdir (97). 

Wolter ve ark.’nın (101) yapmış olduğu çalışmada,  S fazının aktivasyonunu ve G2 fazının 

bloklanmasını sağlayan, pozitif hücre döngüsü düzenleyici proteinlerinden (cdc2, CDK2, 

CDK4, CDK6, siklin A, siklin D1 ve siklin E) doz bağımlı olarak siklin E düzeylerinde ve 

siklin A düzeylerinde 100 µmol/L konsantrasyona kadar bir artma gösterilmiştir. Resveratrol 

uygulaması ile siklin D1 seviyeleri ve ilişkili olduğu serin/treonin kinaz CDK4 seviyesini 

önemli ölçüde azalmıştır. 200 µM Resveratrol ile 0-24-48 saatte gerçekleştirilen kaspaz-3 

aktivitesi zamana bağlı olarak artış göstermiştir (101). Bir Resveratrol analoğu olan 

Piceatannol’ün S evresi boyunca ilerlemeyi bozarak büyümeyi baskıladığı gösterilmiştir. 

Bunu da pozitif hücre döngüsü regülatörleri olan siklin E ve A’nın upregülasyonu ile 

gerçekleştirdiği ve bu süreçte G0/G1 evre düzenleyici proteinleri olan Siklin D1, CDK4, 

p27kip1 ve G2/M düzenleyicisi siklin B1’in düşük seviyede eksprese edildiği rapor edilmiştir 

(102). HT-29 ve SW-620 kolorektal karsinoma hücrelerinde yapılan çalışmada 100 µM 

resveratrol 48 saat uygulama gerçekleştirilmiş, 5-FU ve resveratrolün kombine uygulaması ile 

resveratrol hücre büyümesine karşı duyarlılığı arttırmıştır (103).  
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Farelerde resveratrol (300 ppm) alımı, DSS-aracılı kolit inflamasyonunun belirteçleri 

olan iNOS, COX2 ve TNF-α düzeylerini azaltmıştır (104). Bu çalışma resveratrolün tümör 

başlangıcı, büyümesi, hücre ölümü ve metastazda yer alan süreçleri düzenleyen Wnt’leri ve 

Siklin D1 ve Axin II gibi alt akım efektörlerini etkileyerek kolon kanserinin başlangıç ve 

metastazında yararlı bir etkiye sahip olabileceğini savunmaktadır (105). Bu çalışmaya paralel 

olarak kolorektal adenokarsinoma hastalarında resveratrol alımının tümör hücre 

proliferasyonunu azalttığı da gösterilmiştir (106). İn vitro olarak yapılan çalışmalarda düşük 

konsantrasyonda  (10 µM–20 µM) resveratrolün kolon kaynaklı hücrelerin nukleuslarında β-

katenin düzeylerini önemli derecede azaltarak Wnt sinyal yolağını inhibe edebildiğini 

gösterilmiştir (107). Nguyen ve ark. (108) kolorektal kanser hastalarına resveratrol içeren 

üzüm tozunu vererek yapmış olduğu çalışmada hastaların kolon kanser hücrelerinde Wnt 

yolağının baskılanmadığı ancak normal kolonik mukozadaki Wnt hedef gen ekspresyonlarının 

inhibe olduğu gösterilmiştir. 

Liu ve ark. (109), PTEN/PI3K/Akt ve Wnt/β-katenin sinyal yolaklarının düzenlenmesi 

ile insan kolon kanser hücrelerinde büyüme baskılayıcı etkiler gösterdiğini öne 

sürmektedirler. Yapılan çalışmada resveratrolün HCT116 hücrelerinde apoptozu uyararak 

proliferasyonu inhibe ettiği, kolon kanserinin ksenograft tümör büyümesini baskıladığı da 

gösterilmiştir. Resveratrol PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ekspresyonlarını 

arttırmış ve Akt1/2 fosforilasyonunu azaltmıştır. HCT116 hücrelerinde resveratrolün etkisiyle 

PTEN’in eksojen ekspresyonunun PI3K/Akt sinyalini inhibe etmiş, büyüme baskılayıcı 

etkileri desteklenmiştir. PTEN’in knockdown yapılması ile PI3K/Akt sinyali artması 

sonucunda resveratrolün büyümeyi inhibe edici fonksiyonu azalmıştır. β-kateninin hem 

mRNA hem de protein ekspresyonu, Resveratrol ile doz bağımlı olarak azalmıştır. 

p53’ün hücre içerisinde birçok proteinle ilişkili merkezi bir kavşak niteliğinde olduğu 

bilinmektedir. p53, hücre döngüsünün G0/G1 evresinde rol alan birçok siklin bağımlı kinazın 

işlevini engelleyen p21 proteininin ifadesini, p21WAF2/Cip1 geninin transkripsiyonunu 

uyararak düzenlemekte ve böylece p21 proteini aracılığı ile hücre döngüsünü G1 evresinde 

durdurmaktadır. C-myc ve c-fos gibi mitoz bölünme için gerekli proteinleri kodlayan genlerin 

transkripsiyonlarını düzenleyen E2F transkripsiyon faktörü ile etkileşerek hücre döngüsünün 

G2 evresinde durdurulmasını da sağlamaktadır. p53 aynı zamanda DNA tamiri ve DNA 

sentez mekanizmasında rol alan PCNA (proliferating cell nuclear antigen), GADD45 (growth 

arrest and DNA damage inducible 45) proteinlerini ve programlı hücre ölümünde rol alan 
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PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis), Noxa (Latin for “damage”), Bax (Bcl-2-

associated X protein) ve Fas gibi birçok hedef proteinin transkripsiyonlarını da 

düzenlenmektedir (110, 111). Resveratrolün HCT116 ve Caco-2 kolon kanser hücrelerinde 

100 µM konsantrasyonunda 24 ve 48 saat uygulanması ile kaspaz-3 ve -8’i aktive edebildiği 

ve Bax/Bcl-2 oranını arttırabildiği zaman bağımlı olarak gösterilmiştir (112). Resveratrolün 

HT-29 kolon kanser hücrelerinde 150 µM ve COLO 201 hücrelerinde 75  µM 

konsantrasyonlarının uygulanması sonrası otofaji ile tetiklenen reaktif oksijen türleri 

aracılığıyla kaspaz-3 ve kaspaz-8’in kesilmesini uyardığı belirlenmiştir (113). Resveratrolün 

IGF-1 ile uyarılmış insan kolon kanser hücre proliferasyonunu p53 sinyal yolağını aktive 

ederek baskıladığı gösterilmiştir (114). Böylece resveratrolün obez bireylerde anti-

kolonkarsinojenik etkisinin desteklendiği belirtilmiştir. Aynı zamanda resveratrolün AMPK 

sinyal yolağını düzenleyerek kemorezistant kanser hücreleri üzerine sinerjistik olarak anti-

kanser etki gösterdiği gösterilmiştir (115). Resveratrolün 50 ve 100 µM konsantrasyonlarının 

24 saat uygulandığı HCT116 ve Caco-2 hücre hatlarında p53 yolağında yer alan PCNA ve 

p21’in protein ekspresyonlarını azalttığı rapor edilmiştir (64). 

NF-κB transkripsiyon faktörü, immün ve stres yanıtları, inflamasyon, apoptoz ve hücre 

çoğalması regülasyonunu içeren çeşitli hücresel süreçlerde belirlenmiştir. Anormal ve sürekli 

NF-κB aktivitesi, kanserlerin birçoğunda belirlenmiş ve tümör oluşumunun çeşitli 

aşamalarında gösterilmiştir. Resveratrolün NF-κB yolağı ilişkili COX-2, 5-LOX, İNOS gibi 

çeşitli anahtar inflamasyon belirteçleri ve TNF-α, VEGF, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi inflamasyon 

mediatörlerini down regüle ettiği bildirilmiştir (74). IκB kompleksinin fosforilasyonunun 

inhibe edilmesi ve nitrik oksit seviyelerinin azalması ve böylece NFκB bağımlı 

mekanizmaların aktivasyonunun baskılanması yoluyla resveratrolün inflamatuvar yanıtları 

baskıladığı gösterilmiştir (116). 

JAK (Janus kinase) ve STAT (signal transducer and activator of transcription) 

yolağının çeşitli sitokinlerin; proliferasyon, büyüme ve immün cevabı içeren çeşitli hücresel 

fonksiyonları etkileyen büyüme faktörlerinin sinyalizasyonunda önemli bir rol oynadığı ve 

çeşitli kanserlerde bu yolağın regülasyonunun bozulduğu gösterilmiştir (117). Resveratrolün, 

STAT3’ü inhibe ettiği ve onun antiproliferatif ve proapoptotik potansiyeline katkıda 

bulunduğu belirtilmiştir (118). Serra ve ark.’nın yaptığı çalışmada, HT-29 kolon epitelyal 

hücrelerinin 25 mM resveratrol ve/veya 500 mM 5-aminosalisik asit ile ön uygulaması sonrası 

hücreler bir sitokin kombinasyonu (IL-1α, TNF-α, IFN-c) ile muamele edilerek elde edilen 
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verilerle resveratrolün 5-aminosalisilik asitten 20 kat daha düşük konsantrasyonda sitokin 

uygulaması ile indüklenen PGE2 ve NO üretimi, iNOS ve COX-2 ekspresyonu, reaktif 

oksijen türlerinin oluşumunu anlamlı olarak azalttığı ve resveratrolün nukleusta aktif STAT1 

düzeylerini azaltarak JAK-STAT yolağını downregüle ettiği gösterilmiştir (119). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11. Resveratrolün kolon kanserinde sinyal ileti yolak genleri üzerine etkisi (Özet). 

 

Bütün bu araştırmalar, resveratrolün hücre tipine göre değişim göstererek, her hücre 

tipinde farklı bir hücresel mekanizma aracılığı ile etki gösterdiğini ve bu etkilerin birbirleri ile 

de çapraz reaksiyon gösterme potansiyeli olabileceğini ifade etmektedir. Bu bilgiler ışığında 

araştırmamızın hipotezini açıklayabilecek bilginin henüz literatürde olmadığı, özellikle p53 

mutant olan ve olmayan kolon kanser hücrelerinde bir SIRT1 aktivatörü olan resveratrolün 

apoptotik hücre ölümü ve TGF-β, WNT, P53, NF-κB ve JAK/STAT sinyal yolaklarında yer 

alan genlerin mRNA ekspresyonları üzerindeki etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.Araştırmanın Tipi: 

Çalışma deneysel (in vitro) bir çalışmadır. 

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı:  

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları, Araştırma 

Laboratuvarı (ARLAB) ve Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Anabilim Dalı 

Laboratuvarları’nda Mayıs 2012-Kasım 2015 tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 

 

3.3 Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları 

Hücre kültürü çalışmasıdır. Bu nedenle evreni ve örneklemi bulunmamaktadır. 

 

3.4 Çalışma Materyali: 

Çalışmamızda HCT116p53+/+ ve HCT116p53-/- insan kolon karsinoma hücre hatları 

kullanılmıştır. Bu hücre hatları, Ege Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Biyomühendislik 

Bölümü öğretim üyelerinden Prof. Dr. Kemal KORKMAZ tarafından Mayıs 2012 tarihinde 

tarafımıza hediye edilmiş ve laboratuvarımızda kullanılmaya başlanmıştır. 

HCT116 hücre hattı, kolorektal karsinom türündeki kanser hastası olan 48 yaşında erkek bir 

hastanın kolon epitel dokusundan alınan primer tümörden çoğaltılarak elde edilmiş bir hücre 

hattıdır.  Bu hücrelerin Ras mutasyonu taşıdığı bilinmektedir. 

 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri: 

- Hücre canlılığı, apoptoz analizleri, Sirtuin-1 aktivitesi, mRNA ve protein ekspresyon 

değişimleri  (bağımlı değişken) 

- Resveratrol, Sirtinol dozları ile inkübasyon süreleri (bağımsız değişken)  
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3.6. Veri Toplama Araçları  

3.6.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan kimyasal malzemeler ve kitler 

Resveratrol Sigma R5010 

Sirtinol Sigma S7942 

Annexin V-FITC Apoptosis Detection 

Kit 1 
BD Pharmingen 556547 

BCA Protein Assay Kit ThermoScientific 23225 

ECL+Plus Western BlottingSystem Amersham RPN 2132 

2-Merkaptoetanol Sigma M7154 

2-Propanol Fluka 59304 

%40’lık 29:1Akrilamid-bisakrilamid 

solüsyonu  
AppliChem A0385 

Amonyum persülfat Sigma A3678 

Bromfenol mavisi sodyumtuzu Sigma B5525 

Dimetilsülfoksit AppliChem A7248 

Fetal Bovine Serum Biochrom S-0115 

Gliserol AppliChem A2926 

L-Glutamine (200mM) Biochrom K 0282 

McCoy's 5A modified medium Biochrom F1015 

Metanol Riedel-de Haen 34860 

Nonfat dry milk blotto SantaCruz sc-2325 

PBS-Dulbecco 1x Biochrom L1825 

Penisilin/Streptomisin Biochrom A 2213 

Complete, Mini Protease Inhibitor 

Cocktail 
Roche 11836153001 

TEMED Sigma T-7024 

Triton X-100 Sigma T-8787 

Trizma Baz Sigma T-6066 

Tripan mavisi Biochrom L-6323 
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Tripsin/EDTA  Biochrom L 2143 

Tween 20 Sigma P5927 

NEPER nuclear and cytoplasmic 

extraction kit (250 pellet için) 
Pierce 78835 

Fluor-de-Lys® SIRT1 fluorometric 

drug discovery assay kit 

Enzo Life 

Sciences 
BML-AK555-0001 

Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz sc-2004 

Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz sc-2005 

Rabbit anti-goat IgG-HRP Santa Cruz sc-2768 

Anti-β-aktin  (rabbit) antikoru SigmaAldrich A2066 

Anti-G6PDH (100 µL) antikoru SigmaAldrich HPA000834 

Anti-p53 (DO-1) antikoru Santa Cruz sc-126 

Anti-SIRT1  antikoru Abcam ab110304 

Filtre Kağıdı (15x20cm) BioRad 1703956 

Sequi-Bio PVDF Membrane 0.2µm  BioRad 162-0184 

Nitrosellulose transfer membrane  Protran 10 401396 

CL-X Posure Film  Thermo 34093 

Tris Molecular biology grade1 kg Sigma 93362 

SDS Molecular biology grade500 g Sigma L3771 

Film banyo solüsyonları Kodak  --------- 

Spectra Multicolor Broad Range 

Protein Ladder 
Thermo 26634 

Glycine Molecular biology grade 1kg Sigma G8898 

EDTA Sigma ED2SS 

Sodyum Klorür Sigma S3014 

Hard-Shell PCR plate  Biorad HSL9601 

iScript™ Reverse Transcription 

Supermix for RT-PCR 
Biorad 10020178 

iScript™ RT-qPCR Sample 

Preparation Reagent 
Biorad 170-8898 

Forward-reverse primerler Biorad HSTL-1 
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Tablo 3. Kullanılan Cihazların Marka ve Kod Numaraları 

Cihaz Adı Marka Model/Kod Numarası 

Laminar Akımlı Kabinet ESCO LP2-4S1 

CO2 İnkübatörü Thermo Scientific 311 

Hücre Sayım Cihazı İnnovatis  CEDEX XS 

Salınımlı Santrifüj Eppendorf  5810R 

Ters-Faz Işık Mikroskobu Olympus  CKX40 

Plak Okuyucu BioTek ELX800 

Plak Okuyucu (fluorometre) BioTek FLX800 

Gerçek Zamanlı PZR cihazı Biorad CFX Coonect™ Real Time 

System /1855201 

Vertikal Elektroforez Sistemi Biorad 1658001EDU 

Güç Kaynağı Biorad Power Pac™ Universal 

Yarı Kuru Transfer Sistemi Biorad Trans-Blot® Turbo 

Islak Transfer Sistemi Biorad 1703811 

Termal Isıtıcı Blok Stuart  SBH130D 

Hassas terazi Precisa  XB 220A 

Çalkalayıcı Stuart SSL3 

pH metre J.P Selecta 4120500 

Etüv Thermo Scientific Heraeus 

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50 

Spinner Labnet C1301B-230V 

Vorteks Aldrich IKA® MS1 shaker Z404047 

Derin Dondurucu -20 °C Vestel FT 145 

Derin Dondurucu -80 °C Thermo Scientific Forma Model 705 

Buzdolabı Vestel RT 455 
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3.6.2.Yöntemler 

3.6.2.1. Deney Modelinin Planlanması: 

Resveratrolün HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde SIRT1 bağımlı/bağımsız 

etkilerinin incelenmesi için aşağıdaki şekilde yapılan uygulamalar ile deney grupları 

oluşturuldu: 

Kontrol (K): % 0.01 DMSO, %1 FBS, % 1 Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin içeren 

McCoy’s 5A ortamı. 

Sirtinol (S): SIRT1 aktivitesini inhibe eden dozda sirtinollü ortam ile uygulama (%1 FBS, 

%1 Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin içeren McCoy’s 5A ortamı) 

Resveratrol (R) : IC50 dozunda resveratrol içeren ortam ile uygulama (% 1 FBS % 1 

Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin içeren McCoy’s 5A ortamı) 

Sirtinol + Resveratrol (S+R): SIRT1 aktivitesini inhibe eden dozdaki sirtinol ile 24 saat ön 

uygulamanın ardından IC50 dozunda resveratrol ile 24 saat inkübasyon. 

 

3.6.2.2.  Hücre Kültürü Çalışmaları 

Azot tankında dondurulmuş halde bulunan HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) kolon 

kanser hücre hatları kullanıldı. ATCC’de yer alan CCL-247™
  kodlu hücre hatlarının katalogta 

önerilen büyüme ortamları kullanılarak kültüre edildi. Tüm çalışmalar aseptik koşullar 

altında, Sınıf II Laminar Flow kabin içerisinde gerçekleştirildi. Azot tankında dondurulmuş 

halde bulunan HCT116 kolon karsinoma hücre hatları, uygun ortamda çözülerek deneylerde 

kullanılmak üzere çoğaltıldı (120). 

 

Yöntem: Sıvı azot tankında saklanan HCT116 insan kolon karsinoma hücreleri McCoy’s5A 

ortamında %10 fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin ilave 

edilmesi ile hazırlanan ortam ile 25 cm2’lik hücre kültür kaplarında kültüre edildi. Kültür 

kapları 37oC’de %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi. Hücre sayımı için 1X Tripsin-

EDTA çözeltisi flasklara eklenerek tüm hücreler süspansiyon haline gelinceye dek 37C’de 

inkübe edildi. Kültür kabının içeriği toplandı ve 1300 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. 

Süpernatan atıldıktan sonra pelletteki hücreler 1 ml ortam ile süspanse edilerek hücre sayımı 

yapıldı. Hücre sayımı %0,4’lük Tripan mavisi/PBS çözeltisi kullanılarak Neubauer-Improved 

lamında mikroskobik olarak yapıldı. Tüm deneyler için gereken hücre miktarı 6 ve 96 kuyulu, 

25 cm2, 75 cm2’lik kültür kaplarına istenen sayılarda ekildi. 

http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-247.aspx
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3.6.2.2.1. Hücrelerin Çözülmesi 

Sıvı azot tankında veya -80°C’deki dondurucuda saklanan ve kriyo tüplerde bulunan 

hücreler çıkarılarak 37°C’deki su banyosunda hızla çözüldükten sonra elde edilen hücre 

süspansiyonu 5 ml büyüme ortamı içeren bir tüpe aktarıldı. Hücreler 1300 rpm'de oda 

sıcaklığında 5 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre pelleti 

PBS ile yıkanarak tekrar santrifüj edildi. PBS uzaklaştırıldıktan sonra uygun büyüme 

ortamında süspanse edildi. Hücre sayımı yapıldıktan ve hücre canlılığı kontrol edildikten 

sonra hücre süspansiyonu 25 cm2'lik flaska ekildi. Inverted mikroskopta incelenen hücreler 

37°C’de %5 CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı. 

 

3.6.2.2.2 Hücrelerin Pasajlanması 

Flaskların içinde bulunan ortam atılarak flaska tutunan hücrelerin yüzeyi, hem FBS'yi 

hem de ölü hücreleri uzaklaştırmak amacıyla 1X PBS ile yıkandı. Flaska yeterli miktarda 

Tripsin/EDTA konuldu ve hücreler kalkıncaya kadar (1-3 dakika), 37°C’deki inkübatörde 

inkübe edildi. Mikroskopla incelenen hücrelerin flask yüzeyinden ayrılmalarının ardından 

Tripsin/EDTA’yı inhibe etmek amacıyla, 1:1 oranında uygun büyüme ortamı eklendi ve 

hücreler steril bir falkon tüpe aktarıldı. Flaskın yüzeyi 1X PBS ile yıkanarak kaldırılan 

hücreler aynı falkonda toplandı. Hücreler 1300 rpm'de oda sıcaklığında 5 dakika santrifüj 

edilerek çöktürüldü. Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre pelleti uygun büyüme ortamında 

süspanse edildi. Hücre sayımı yapıldıktan ve hücre canlılığı kontrol edildikten sonra hücre 

süspansiyonu uygun kültür kabına ekildi. Inverted mikroskopta incelenen hücreler uygun 

ortamdaki inkübatöre kaldırıldı.  

 

3.6.2.2.3 Hücre Sayımı ve Canlılık Kontrolü 

Hücreler tripsinle kaldırıldıktan sonra PBS yardımıyla yıkama ve kültür ortamı ilavesi 

ile hücre süspansiyonu elde edildi.  Elde edilen hücre süspansiyonundan 50 µL alındı ve 1:1 

oranında % 0,4 tripan mavisi (50 µL) ile bir ependorf içinde karıştırıldı. Uygun miktarda steril 

1X PBS ile seyreltmeler yapıldı. Hazırlanan hücre/boya karışımından 10 µL Neubauer lamına 

alınarak,  lamının 16 küçük kareye bölünmüş olan ve sayım alanının köşelerinde bulunan 4 

büyük karedeki canlı (tripan negatif - renksiz) ve ölü (tripan pozitif - mavi renk) hücrelerin 

tümü inverted mikroskopta sayılarak, hücre sayımlarının ortalaması alındı. Hücre 
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süspansiyonunun mililitresindeki canlı ya da ölü hücre sayısını (hücre sayısı/mL) ve % hücre 

canlılığını belirlemek için aşağıdaki hesaplamadan yararlanıldı: 

     Hücre sayısı (hücre sayısı/mL): Ortalama hücre sayısı x seyreltme faktörü x 104 

     % Hücre canlılığı: (canlı hücre sayısı) / (ölü+canlı hücre sayısı) x 100  

 

3.6.2.2.4. Hücrelerin Dondurulması 

Hücre sayımı işlemi sonrası hücreler 1 mL hacimde 1,5x106 hücre /mL olacak şekilde ve 

1 mL taze dondurma ortamı (%80 FBS+%20 DMSO) ile toplam 2 mL hacimde kriyovial 

tüplerine konuldu. Dondurulacak hücrelerin bulunduğu tüpler, kriyo kutuya konularak -80 

°C’de 1 gün bekletildikten sonra sıvı azot içerisinde ihtiyaç duyulan saklama zamanına göre 

saklandı. 

 

3.6.2.3. Hücrelerin Katlanma Zamanlarının Belirlenmesi 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücre hatlarının laboratuvar şartlarımızda ikiye 

katlanma zamanlarının belirlenmesi amacıyla 6 kuyucuklu plakların her bir kuyusuna 3x105 

hücre ekilerek 24-48-72 sa. 37 °C’de % 5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 

Ekim yapıldıktan sonra 24-48-72. saatlerde HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinin 

Tripan Mavisi ile mikroskopta ve ‘CEDEX XS Analyzer’ cihazında sayılarak katlanma 

zamanları belirlendi. 

Hücrelerin katlanma zamanları www.doubling-time.com/compute.php internet sitesindeki 

hesaplama programından yararlanılarak belirlendi. 

 

3.6.2.4. Resveratrol ve Sirtinol Çözeltilerinin Hazırlanması 

Resveratrol DMSO içerisinde 100 mM stok çözelti olarak hazırlandı. %1 FBS içeren 

kültür ortamında 1mM ara stok çözeltisi olarak hazırlandıktan sonra istenilen 

konsantrasyonlardaki seyreltmeler aynı şekilde kültür ortamıyla gerçekleştirildi. 

Bir SIRT1 inhibitörü olan Sirtinol 0-100 µM konsantrasyon aralığında çalışmada 

kullanılmıştır (121). Sirtinol, DMSO içerisinde 100 mM ana stok çözeltisi hazırlandıktan 

sonra %1 FBS içeren kültür ortamı ile 20 mM ara stok çözeltisine seyreltildi. Çözeltideki 

DMSO yüzdesi (%0.01) dikkate alınarak istenilen konsantrasyonlardaki seyreltmeler kültür 

ortamı ile gerçekleştirildi. 

 

http://www.doubling-time.com/compute.php
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3.6.2.5. Hücre Canlılık Analizi 

WST-1 testi 

Yöntem prensibi: Hücresel enzimler tetrazolyum tuzlarını formazana dönüştürürler. WST-1 

(4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum-1,3-benzen disülfonat), suda çözünür 

formazan boyalarını içermektedir. Oluşan formazanlar farklı absorbsiyon yapma 

yeteneğindedir. Canlı hücre sayısındaki bir artış örnekteki mitokondriyal dehidrogenazların 

aktivitesindeki artışla sonuçlanır. Bu da formazan oluşumunu arttırır (Şekil 12). Artış 

metabolik olarak aktif hücre sayısı ile doğru orantılıdır. Oluşan renkli çözelti 

spektrofotometrik olarak 450 nm – referans 630 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda ölçülür 

(122,123).WST-1, daha etkili sinyal vermesi ve hücrelerde daha az toksik etki yaratması ve 

ortam içerisinde doğrudan ölçülebilme özellikleri nedeniyle diğer canlılık testlerine göre 

avantajlıdır. 

 

Şekil 12. WST-1 reaktifinin formazan yapısına dönüşümü (124) 

 

Yöntem:  

Resveratrol ve sirtinolün hücrelerin canlılığına etkilerini zamana göre izlemek amacıyla 24, 

48, 72 saatlerde WST-1 canlılık analizi gerçekleştirildi. Hücreler 5000, 6000, 8000 hücre/100 

µL olacak şekilde 96 kuyulu plaklara ekildi. Hücrelerin yapışması için 24 saat beklendi. 

Kuyuların üzerindeki eski ortam uzaklaştırılarak deney planına uygun besi ortamında 

hazırlanmış ilaç çözeltileri (100 µL) eklendi. Hücreler istenilen sürelerde 37°C’deki % 5 CO2 

bulunan inkübatörde inkübasyona bırakıldı. WST-1 reaktifinden her bir kuyucuğa 10 µl (1/10 

dilüsyon) eklendi. Hücreler 37 °C’de 0,5-3 saat inkübasyona bırakıldı. 1 dakika karıştırıcıda 

karıştırıldıktan sonra ELISA plak okuyucu ile 450 nm – referans 630 nm’de ölçüm alındı 

(125). 
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Uygulama: Hücreler 96 kuyulu plaklara 5000, 6000, 8000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 

ekildi. Hücre adezyonu ve hücre sayısı duplikasyonu için 24 saat beklendikten sonra ortam 

içerikleri istenen konsantrasyonlarda Resveratrol ve Sirtinol içeren ortamlar ile değiştirildi. 

İnkübatörde istenen sürelerde (24, 48, 72 sa.) inkübasyon gerçekleştirildikten sonra üreticinin 

talimatlarına göre WST-1 canlılık analizi gerçekleştirildi. Elde edilen verilere göre %50 hücre 

canlılığını inhibe edebilen Resveratrol ve Sirtinol dozları belirlendi. 

IC50 değerleri, konsantrasyon değerlerinin logaritmasına karşılık % canlılık inhibisyon 

değerleri ile oluşturulan lineer grafikten elde edilen y= a*x+ b denkleminden, x değeri 

hesaplandı. % 50 canlılık inhibisyonunu ifade eden 0.5 değeri y yerine yazıldı. 

logx=IC50=(0.5-b)/a denklemine göre elde edilen değerin anti-logaritması, IC50 değeri olarak 

hesaplandı. 

 

3.6.2.6. Hücrelerden Nükleer ve Sitoplazmik Fraksiyon Eldesi 

SIRT1 protein ekspresyonu ve enzim aktivitesinin saptanması için SIRT1’in yoğun olarak 

bulunduğu hücrelerden nükleer fraksiyon izole edildi. 

NE-PER kit, nükleer ve sitoplazmik ekstraksiyon reaktifleri kültüre edilmiş hücreler ya da 

dokulardan sitoplazmik ve nükleer ekstraktların aşamalı olarak ayrımlanmasını sağlar. 

Çalışmadaki tüm işlemler kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi: 

Deney gruplarına göre gerçekleştirilen uygulamalar sonrasında hücreler, tripsin-EDTA 

ile toplandı ve daha sonra 5 dakika 500 g'de santrifüj edildi. Hücre pelleti PBS ile süspanse 

edilerek yıkandı. Yaklaşık 1-10x106 hücre, 1.5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi, 

500 g'de 2-3 dakika için santrifüj edilerek pellet oluşturuldu. Süpernatant dikkatlice 

kaldırılarak atıldı ve pelletin olabildiğince kuru bırakılmasına dikkat edildi. Hücre pelletine 

buz soğukluğunda CER I reaktifi eklendi. Hücre pelleti miktarına uygun reaktif hacimleri 

kullanılarak sitoplazmik ve nükleer protein ekstraksiyonuna geçildi. Kullanılan hacimler 

sırasıyla, 200:11:100 uL CER I: CER II: NER reaktiflerin hacim oranlarına göre devam 

ettirildi. Hücre pelletini tam olarak süspanse etmek için 15 saniye süre ile en hızlı ayarda 

kuvvetlice vortekslendi. Tüp 10 dakika boyunca buz üzerinde inkübe edildi. Tüpe buz 

soğukluğunda CER II ilave edildi. Tüp en yüksek ayarda 5 saniye vortekslendi.1 dakika buz 

üzerinde inkübe edildi. Yüksek ayarda 5 saniye vortekslendi. Mikrosantrifüjün en yüksek 

hızında +4 °C’de 5 dakika santrüfüj edildi (~16,000g) Süpernatant hemen önceden 

soğutulmuş temiz bir tüpe aktarıldı. Kullanılana kadar tüpler buz üzerine yerleştirildi veya 
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depolandı (Depolama -80 °C). Nukleusu içeren süpernatantı alındıktan sonra kalan 

çözünmeyen (pelet) fraksiyonu buz soğukluğunda NER’de süspanse edildi. 15 saniye boyunca 

en yüksek ayarda vorteks yapıldı. Örnek buz üzerine yerleştirildi ve toplamda 40 dakika 

içerisinde, 15 saniye boyunca her 10 dakikada bir vorteks işlemine devam edildi. Tüp 10 

dakika boyunca mikrosantrifüjde +4 °C’de maksimum hızda (~ 16,000g) santrifüj edildi. 

Süpernatant hemen önceden soğutulmuş temiz bir tüpe aktarıldı. Tüp buz üzerine yerleştirildi. 

Sitoplazmik ve nükleer fraksiyonlar kullanılıncaya kadar -80 0C’de depolandı (126). 

3.6.2.7. BCA Protein Tayini 

Yöntem prensibi: Nükleer ve sitoplazmik fraksiyonları ayrılan hücrelerin total protein 

konsantrasyonlarının belirlenmesi için BCA (Bikinkoninik asit) protein tayin kiti (Thermo-

Pierce BCA kit) kullanıldı. Yöntemin temeli, alkali koşullarda proteinlerde bulunan tirozin 

aminoasit kalıntıları tarafından Cu+2 iyonunun Cu+1 iyonuna indirgenmesi sırasında BCA 

reaktifinin renk değiştirmesine dayanmaktadır. Oluşan renk şiddeti 562 nm dalga boyunda 

ölçülür (127, 128). 

 

Uygulama: Yapılan enzim aktivitesi ve western blot analizlerinde protein değerlerinin 

eşitlenebilmesi için tüm örneklerde protein miktarı BCA yöntemi ile belirlendi.  

Örnekler ve 0,025-2,0 mg/ml arası değişen konsantrasyonda BSA standartları aynı plağa 

25 μl olacak şekilde pipetlendi ve her bir örnek 200 μl BCA reaktifi ile karıştırılarak plak 

37ºC’de 30 dk. bekletildi. Süre sonunda plak okuyucuda kolorimetrik olarak 562 nm’de 

okuma gerçekleştirildi. Elde edilen absorbans verilerine karşılık gelen BSA standart 

konsantrasyonları ile standart grafiği çizildi.  Standart grafiğinden elde edilen y=ax+b 

denklemi kullanılarak örneklerin total protein konsantrasyonları hesaplandı. 

 

3.6.2.8. SIRT1 Aktivite Analizi 

Yöntem prensibi: SIRT1 enzim aktivitesi fluorometrik olarak ölçülmektedir. Fluorometride, 

madde konsantrasyonu, fluoresans ışımanın ölçümü ile tayin edilmektedir. 

Bu yöntemle, insan rekombinant ve örnek içerisinde bulunan SIRT1 enzimi tarafından, 

substratın NAD bağımlı deasetilasyonu sonrasında bir fluorofor oluşumu sağlanarak 

Developer II reaktifine duyarlı hale getirilmektedir. Oluşan fluorofor, 360 nm’de yayılan ışık 

ve 460 nm’de emilen ışık bir fluorometre cihazı ile ölçülmektedir. Reaksiyon sırasında NAD, 
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Nikotinamid (NAM) ve O-asetil-ADP-riboz oluşturabilmek için tüketilmektedir (Fluor-de-

Lys® SIRT1 fluorometric drug discovery assay kit ) (Şekil 13) (129). 

 

 

Şekil 13. Fluoresans temelli SIRT1 enzim aktivite reaksiyonunun şematik gösterimi (129). 

 

Yöntem:  

Resveratrol, sirtinol,  sirtinol ve resveratrolün birlikte uygulanması sonrası değişen SIRT1 

enzim aktivite değerleri fluorometrik analiz ile belirlendi. SIRT1 Fluorometrik Aktivite kiti  

protokolüne göre uygun enzim-substrat konsantrasyonları seçilerek fluoresans temelli SIRT1 

enzim aktivite reaksiyonunun gerçekleştirilmesi sağlandı (129). 

 

Standart grafiğinin oluşturulması: 0,0-0,30 U/µL aralığında rekombinant SIRT1 enzimi 

analiz tamponu yardımıyla seyreltilerek beş farklı konsantrasyonda SIRT1 aktivitesi için 

standart grafiği oluşturuldu. 

 

Uygulama: Enzimatik reaksiyon için 125 µM SIRT1 deasetilaz substratı ve 2500 µM SIRT1 

NAD substratı ara stok olarak analiz tamponuyla hazırlandı. Her bir kuyucuğa SIRT1 

deasetilaz substrat ara stok çözeltisinden 10’ar µL ve SIRT1 substratı NAD ara stok 

çözeltisinden 10’ar µL konuldu. Hücrelerden izole edilen nükleer fraksiyonlar her bir 
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kuyucuğa 10’ar µL ilave edildi. Örnekler, protein konsantrasyonuna göre hesaplanarak uygun 

seyreltmelerle standart grafikteki değer aralığına girecek şekilde kullanıldı. Her kuyucuğa 25 

µL analiz tamponu konuldu. Kontrol olarak örnek hacmi yerine analiz tamponu kullanıldı. 

Sirtinol inhibisyon kontrolü olarak Sodyum Suramin (pozitif kontrol) ile 37 °C’de 10 dakika 

inkübasyon yapıldı. Bu sırada, Developer II/2 mM Nikotinamid, plağa konulmadan 30 dk 

önce hazırlanma koşuluna dikkat edildi. 45 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Eksitasyon 360 

nm, Emisyon 460 nm’de fluorometrik olarak ölçüm alındı (130). 

 

3.6.2.9. Akış Sitometrik Apoptoz Analizi 

Yöntem Prensibi: Resveratrol, sirtinol, sirtinol ve resveratrolün birlikte uygulanmasının yol 

açtığı apoptotik hücre ölümünü saptamak amacıyla Annexin-V/PI analizi yapıldı. Yöntem 

apoptoz sırasında Annexin-V ve membran bütünlüğü bozulmuş hücre içine giren Propidium 

iodide (PI) fluoresan boyalarının moleküllere bağlanması ile apoptotik/nekrotik hücrelerin 

belirlenmesi temeline dayanmaktadır. Normalde hücre membranının iç yüzeyinde bulunan bir 

membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin apoptotik hücre ölümü sırasında aminofosfolipid 

transferaz enzimiyle hücre membranının iç yüzeyinden dış yüzeyine dönen moleküllerinin 

Ca+2 iyonu varlığında fluoresan boya Annexin-V ile bağlanması sonucu apoptotik hücre ölüm 

yüzdesi belirlenmektedir. Sağlıklı hücrelerde hücre içine giremeyen ve DNA’ya 

bağlanamayan PI boyası ise hücre membran bütünlüğünün bozulması ile hücre içine geçerek 

DNA’ya bağlanarak nekrotik hücre ölüm yüzdesini belirtmektedir (131, 132). 

 

Uygulama: 6-kuyulu kültür kaplarının kuyucuklarına 5x105 hücre/kuyucuk ekim yapıldı. % 1 

FBS içeren ortamda inkübasyonları gerçekleştirildi (Starvasyon aşaması). 24 saat 

beklendikten sonra kuyucukların ortamları belirlenen konsantrasyonlarda kontrol (% 0,01 

DMSO), resveratrol, sirtinol ile uygulama örneklerinde 24 saat süre ile 6-kuyulu kültür 

kaplarının içerdiği besi ortamları ayrı tüplere aktarıldı. Hücreler tripsinize edilerek kaldırıldı 

ve kendi tüplerine aktarıldı. Kuyucuklar son olarak PBS yıkanarak tüplere aktarıldı. Hücre 

süspansiyonu 1300 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatan atıldı ve her bir pellet FITC 

Annexin-V Apoptosis Detection Kit 1 içeriğinde olan 1 ml 1X Bağlanma Tamponu ile 

süspanse edildi. Her bir tüpten 100’er µl ayrı bir tüpe aktarıldı ve üzerine PI Boyama 

Solüsyonu ve FITC-Annexin V Boyama Solüsyonundan 5’er µl eklendi ve tüpler karanlıkta 15 
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dakika inkübe edildi. Her bir tüpe 400’er µl 1X Bağlanma Tamponu ilave edildi ve akış 

sitometre cihazında 1 saat içerisinde ölçüm gerçekleştirildi.  

 

3.6.2.10. Western Blot Analizi 

SIRT1 ve p53 protein ekspresyonlarının saptanması için western blot analizi 

gerçekleştirildi. 

Yöntem Prensibi: Blotlama tekniği; proteinlerin bir jel matriksinde ayrımlanması, katı faza 

aktarılması ve spesifik bir prob kullanılarak belirlenmesini sağlayan bir süreçtir. Blotlama 

tekniği temel olarak 1. Elektroforez, 2. Proteinlerin membrana transferi, 3. Bloklama, 4. 

Antikor uygulama, 5. Belirleme ve 6. Sonuçların analizi olmak üzere 6 basamaktan 

oluşmaktadır. Western Blotlama, bir proteinin varlığının ve ekspresyon düzeyinin semi-

kantitatif olarak belirlenmesinde kullanılan bir yöntemdir. 

 

3.6.2.10.1. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

Bir protein karışımında proteinleri sadece büyüklüklerine göre ayırmak üzere kullanılan 

SDS-PAGE (Polyacryamide Gel Electrophoresis) elektroforezidir. Bu tekniğin temeli yüklü 

moleküllerin elektrik alanda yüklerinin zıt yönüne doğru göç etmesine dayanır. SDS 

varlığında negatif yükle yüklenen proteinlerin aynı zamanda denatüre olarak primer yapıda 

kalmaları sağlanmaktadır. Poliakrilamid jel de, farklı büyüklükteki proteinlerin elektriksel 

alanda farklı hızlarda göç ederek birbirlerinden ayrılmalarını sağlamaktadır (133, 134). 

 

Uygulama: 

 Camların Temizlenmesi: 

Daha önce deterjanla yıkanmış olam camlar (1mm’lik) sırayla, sıcak su, distile su ile 

yıkanarak etil alkol ile toz bırakmayan bir bez yardımıyla dikkatlice silindi. 

 

 Ayırıcı ve Paketleyici Jellerinin Hazırlanması: 

1. Ayırıcı jel 15 mL’lik falkon tüpü içine TEMED ve APS en son olacak şekilde aşağıdaki 

gibi hazırlandı. APS polimerizasyon katalizörü olduğu için jel dökülmeden hemen önce ilave 

edildi. 
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2. İlk önce, ayırıcı jel (%40 29:1 Akrilamid-bisakrilamid, 1.5M Tris/Hcl pH 8.8, %10 SDS, 

%10 APS, TEMED ve distile su) hazırlandı. Proteinin molekül ağırlığına uygun olarak 

istenilen yüzdede jel (%12) seçildi. 

3. APS ilave edilir edilmez iki cam arasına dolduruldu. Jelin oksijen ile temasını kesmek için 

jelin üzerine 1’er ml n-propanol döküldü. 

4. Jelin polimerize olması için 20-30 dakika beklendi. 

5. Jel üzerindeki isopropanol filtre kağıdı ile emdirilerek veya jel kaseti hafifçe eğilerek atıldı. 

6. Paketleyici jel de %5’lik hazırlanarak ( %40 akrilamid, 0.5M Tris/Hcl pH 6.8, %10 SDS, 

%10 APS, TEMED, distile su) ayırıcı jelin üzerine döküldü ve hızlıca tarak yerleştirildi. 

7. Polimerizasyonun olması için 20-30 dakika beklendi 

 

 Protein Örneklerinin Western Blotlama için Hazırlanması: 

Kuyucuk başına yaklaşık 15 µL hacimde örnek yükleneceği için: 15-30 g proteine eşdeğer 

örnek hacmi, liziz tamponuyla (1x proteaz inhibitör kokteyli içeren) 12 µL’ye tamamlandı. 

Laemmli örnek tamponu (60 mM Tris-Cl pH:6.8, %2 SDS, %10 gliserol, %5 β-

merkaptoetanol, % 0,01 bromfenol mavisi (5x)) 1x olacak şekilde her örnek için 3µL olarak 

hesaplandı. 

Örnekler hazırlanarak, 95 °C’de 5 dk süre ile denatüre edildi ve hemen buz içine alındı. 

 

 Proteinlerin Jelde Yürütülmesi: 

1. Jel kasetleri elektroforez tankına yerleştirildi. 

2. İki kaset arası 1X yürütme tamponu (25 mM Tris-baz, % 0.1 SDS, 192 mM Glisin) ile 

dolduruldu.  

3. Hazırlanan örnekler yükleme için kullanıldı. 

5. İlk kuyucuğa 3 L Moleküler Marker (10-250 kDa) yüklendi.  

6. Jel kuyucuklarına örnek tamponu ve liziz tamponuyla seyreltilmiş 15-30 g protein içeren 

örnekler yüklendi. 

7. Tank hizasına kadar 1X yürütme tamponu ile dolduruldu. 

8. Güç kaynağı 80/100V’a ayarlanarak 2,5-3 saat yürütüldü. 
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 Jelde Bulunan Proteinlerin MembranaTransferi: 

Yöntem, jel yüzeyine dik bir elektrik akımı uygulanarak eksi yüklü proteinlerin jelden çıkarak 

hemen üzerinde bulunan pozitif yüklü membrana adsorbe olmalarını sağlayan elektroforetik 

transfer ilkesine dayanmaktadır. 

 

 Yarı-kuru transfer: 

1. Çalışma öncesi Nitrosellüloz transfer membranı (her jel için 1 adet) ve Whatman filtre 

kağıtları (her jel için 2 adet) 8,3 x 5,8 cm boyutunda kesilip hazırlandı. 

2. PVDF membranın, transfer öncesi 1 dakika metanolde ıslatılarak aktive edilmesi sağlandı.  

Distile suda çalkalandıktan sonra transfer tamponunda nötralize edildi. Whatmann kağıtları 1 

X transfer tamponunda (25 mM Tris-baz, 192 mM Glisin, % 20 metanol) ıslatıldı. 

3. Jeller kasetlerden çıkarıldı. Jelin yırtılmaması için iki cam arasına bir miktar yürütme 

tamponu dökülerek işlem kolaylaştırıldı. 

4. Jellerin tarak kısımları kesildi. Jelin markerin sağ tarafı olan sağ uç kısmına bir çentik 

atıldı. 

5. Jeller transfer için en alta Whatman – Membran – Jel –Whatman şeklinde yarı kuru transfer 

aparatına yerleştirildi. 

6.  Jeller yerleştirildikten sonra ruler ile hava kabarcıkları giderildi. 

7. Turbo Blot transfer cihazında Standart SD programı seçilerek jelin membrana transferi 

yapıldı. 

8. 30 dakika sonunda jelde bulunan proteinlerin membrana geçmesi sağlandı. 

 

 Islak Transfer: 

1. Elektroforez sonrası sistemden çıkarılan jel, 1X transfer tamponuna alındıktan ve PVDF 

membran aktifleştirildikten sonra, transfer kasetlerinin içerisine sırasıyla keçe, Whatman 

kağıdı, membran, jel, tekrar whatman ve tekrar keçe konularak kasetler kapatıldı.  

2. Islak transfer kasetleri ve buz blok transfer tankına yerleştirildi ve tank 1X Transfer 

Tamponu ile dolduruldu.  

3. Tankın içerisine manyetik bar yerleştirilerek karıştırıcı ile tamponun içerisindeki iyonların 

sürekli olarak hareketi sağlandı.  

4. Cihaz 140 mA 18 saate ayarlanarak +4 °C’de transfer işlemi gerçekleştirildi. 
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 Transfer Sonrası İşlemler: 

1. Membran Ponceau-S ile yıkanarak proteinlerin membrana geçip geçmediği kontrol edildi.  

2. Jeldeki protein kalıntılarını belirlemek amacıyla, Coomassie boyasında oda sıcaklığında 4 

saat ya da gece boyu çalkalayıcıda bekletildi. Yıkama için %67.5 distile su, %7.5 asetik asit 

kullanıldı. 

 Bloklama 

1. Membran % 5 süt tozu/1X TBST (Bloklama tamponu) ile oda sıcaklığında 60 dk. 

karıştırıcıya konuldu. 

2. Bloklama sonrası membran 1X TBST (10 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, % 1 Tween-20 

pH:7.4) ile 2 kere çalkalandı. 

 

 Primer Antikorla Muamele: 

Primer antikorlar, %0.1 -%5 yağsız süt tozu 1XTBST içerisinde istenilen konsantrasyonda 

hazırlandı. 

1. 4 °C’de gece boyu primer antikorla çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

2. Membran primerden sonra 1X TBST ile 2 kere çalkalandı. 

3. Membran 1X TBST ile 1x15dakika, 3x5 dakika yıkandı. 

 

 Sekonder Antikorla Muamele: 

Sekonder antikorlar, %0,1 - %5 yağsız süt tozu 1X TBST içinde (tercihen %5) hazırlandı. 

1. Kullanılan sekonder antikor için önerilen sürelerde ve konsantrasyonlarda antikor 

muamelesi yapıldı. Oda sıcaklığında 1 saat çalkalayıcıda inkübasyon gerçekleştirildi. 

2. Süre sonunda, membran 1X TBST ile 2 kere çalkalandı. 

3. Membran 1X TBST ile 1x15dakika, 3x5 dakika yıkandı. 

 

 Bantların Görüntülenmesi ve Analizi: 

1. Film banyo cihazı 15 dk önce açılarak cihazın ısınması sağlandı. 

2. Karanlık odada membran başına 1 ml ECL-Plus reaktifi: (A:B 40:1, 1000ul A + 25 l B) 

hazırlandı.  

3. Membranlar 1 ml ECL plus reaktifi ile 5 dk muamele edildi. 

4. Karanlıkta film kasetinin içine asetatlar yerleştirildi ve arasına membranlar yerleştirildi. 

Asetatlar ıslaklık kalmaması için mendille temizlendi.  
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5. Film bir kenarından kesilerek veya işaretlenerek kasete yerleştirildi. Kemilüminesans 

ışımanın şiddetine göre 10 s’den itibaren 1-5-10-30 dakika bekletildi. 

6. Film banyo cihazına verildi. 

7.  Protein bant görüntülerinin dansitometrik analizi Image J programı ile gerçekleştirildi. 

 

3.6.2.11 Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Yöntem Prensibi: Gerçek zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), çift zincirli DNA’ya 

bağlandıklarında fluoresan sinyal veren boyalar (örn, SYBR Green) ya da özel problar 

kullanılarak amplifikasyona bağlı DNA artışı ile oluşan fluoresan sinyalinin kantitasyonunu 

yapan bir PZR tekniğidir. Bu teknik; tekrarlanan üç termal döngü temeline dayanmaktadır: 1) 

Denatürasyon: Kalıp DNA 90-95 C’de denatüre edilerek çift sarmal yapıdaki DNA 

zincirlerinin fiziksel olarak birbirinden ayrılması sağlanır. Elde edilen iki DNA zinciri, Taq 

polimeraz (DNA polimeraz) için bir kalıp görevi görür. 2) Primer Bağlanması (Annealing): 

Bu basamakta sıcaklık 55-65 °C’ye düşürülerek hedef bölgeye komplementer olan primerlerin 

DNA zincirlerine bağlanması sağlanır. 3) Zincir uzaması (Extension): Bu basamak, Taq 

polimerazın aktivitesinin en yüksek olduğu 70-75 °C arasında gerçekleştirilir ve aktifleşen 

Taq polimeraz seçici olarak hedef bölgeyi çoğaltır. Bu üç adım bir PZR döngüsünü oluşturur 

ve yaklaşık 25-30 döngü sonrası hedef bölgenin milyarlarca kopyası (amplikon) elde edilir 

(135). 

Aynı cihaz içerisinde hedef bölgenin hem çoğaltma işlemi, hem de çoğaltılan ürünleri 

saptama işlemi yapılabilmektedir. Ayrıca tüpler açılmadan test tamamlandığı için 

kontaminasyon riski de oldukça sınırlıdır. Gerçek zamanlı PZR’de amplifikasyon sonrasında 

elde edilen ürün varlığının saptanması çeşitli şekillerde yapılabilir. Bunlardan birincisi özgül 

olmayan bir yöntem olan çift zincirli DNA boyalarının kullanılmasıdır. Bu amaçla en sık 

kullanılan boya SYBR Green I’dir. Primerlerin bağlanmasını takiben gerçekleştirilen 

polimerizasyon aşamasında hedef DNA’nın çift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya bağlanan 

boya miktarı artar ve buna bağlı olarak yayılan floresans miktarında artış gözlenir. Elde edilen 

floresansın istenen hedef bölgenin amplifikasyonuyla mı gerçekleştiği, yoksa non-spesifik bir 

ürün mü olduğunu anlayabilmek için “melting curve” (erime eğrisi) analizi yapılır (136, 137). 
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Uygulama: 

 RNA izolasyonu: 

 Hücreler inkübasyon süresi dolduğunda tripsinize edilerek toplandı ve 1x 106 

hücre/ ml konsantrasyonunda olacak şekilde PBS ile resüspanse edildi. 

 Maksimum 1 x 105 hücre olacak şekilde ayrı bir mikrosantrifüj tüpüne ayrıldı. 

Hücreler 2000 rcf (relative centrifugal force) +4°C de santrifüj edildi ve 

süpernatant uzaklaştırıldı. Hücre pelletine zarar vermeksizin 5 µL’den fazla PBS 

kalıntısı bırakılmamasına özen gösterildi. 

 Bu aşamadan sonra her bir örnek için (pelet) RNA stabilizasyonuna ve genomik 

DNA’nın uzaklaştırılmasını sağlayan ve örneklerden RNA saflaştırma aşamasını 

ortadan kaldıran iScript™ RT-qPCR örnek hazırlama reaktifi ile örnekler RT-

qPCR analizine hazır hale getirildi. 

 Bu amaçla iScript™ RT-qPCR örnek hazırlama reaktifi her bir pellet üzerine 100 

μl olarak eklendi ve örnekler orta ayarda (6-10) 30 saniye vortekslendi. 

 Elde edilen RNA izolasyonu sağlanmış ve genomik DNA’sı uzaklaştırılmış 

örnekler 15,000 rcf de 2 dakikada santrifüj edildi ve süpernatantlar pellete 

bulaştırılmadan dikkatlice toplandı. 

 Süpernatant buz üzerine alınarak Reverse transkripsiyon reaksiyonuna devam 

edildi. 

 cDNA sentezi 

RT-PCR için reverse transkripsiyon süper karışımı (BIORAD iScript™ ) kullanılarak 

elde edilen RNA örnekleri üreticinin talimatlarına göre cDNA sentez işlemi gerçekleştirildi. 

Tablo 4’te bulunan reaktifler kullanılarak cDNA sentez reaksiyonu oluşturuldu. cDNA 

sentezinin kontrolü, β-aktin housekeeping geni ile gerçek zamanlı PZR ile gerçekleştirildi. 
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Tablo 4. cDNA sentezi için kullanılan reaktifler ve hacimleri. 

 

 

 

 

 

 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

1. Forward ve Reverse Primerlerin hazırlanışı: 

Liyofilize olarak elimize ulaşan HSTL-1 gen seti primerleri üreticinin talimatlarına göre 40 

µL nükleaz içermeyen su ile çözündürüldüğünde 10 µM stok elde edildi. 10 µL primer + 90 

µL nükleaz bulunmayan su kullanılarak 1 µM konsantrasyonda bir plate olarak hazırlandı. 

Günlük kullanımda  +4 °C’de sonrası için -20 °C’de saklandı. 

 

2. Reaksiyon Karışımı Hazırlığı ve Termal Döngü Protokolü 

 

Tablo 5. PZR reaksiyon karışımı hazırlığı. 

Reaksiyon Hazırlığı 

Bileşen 10 µL Reaksiyondaki hacim Son konsantrasyon 

SYBR®Green supermix (2x) 5 µL 1x 

Forward ve reverse primerler 1 µL 250-500 nm 

Template (cDNA) Değişebilir cDNA: 100 ng-100 fg 

genomik DNA: 50 ng-5 pg 

Nukleaz içermeyen H2O Değişebilir - 

Total reaksiyon karışımı 

hacmi 

10 µL - 

 

 

 

 

Bileşen Hacim/reaksiyon 

5x iScript reverse transcription 

supermix 

4 µL 

RNA template (1 µg-1 pg total RNA) 5 µL 

DNaz/RNaz içermeyen dH2O 11 µL 

Total hacim 20 µL 
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Termal Döngü Programı:  

 Polimeraz aktivasyonu ve DNA denatürasyonu için 95 °C’de 3 dk,  

 Amplifikasyon aşamasında ön denatürasyon işlemi için 95 °C’de 10 s,  

 Annealing/Uzama+Plak Okunması için 58 °C’de 45 s 

Döngü sayısı 45 olarak belirlendi. Erime Eğrisi analizi için de 65 °C- 95 °C aralığında 0,5 

°C’lik sıcaklık değişim bilgileri cihazda kayıtlı programa yüklenerek işlemler gerçekleştirildi. 

 

3. Sonuçların Analizi 

Her bir örneğe ait hedef genin gen ekspresyonu, eşlenik housekeeping (GAPDH) gen 

ekspresyonuna oranlanarak normalize edildi ve 2-ΔΔCq yöntemi ile de“Rölatif Kantitasyon” 

işlemi gerçekleştirildi. Hesaplamalar aşağıdaki eşitliğe göre yapıldı. 

ΔCq kontrol= kontrole ait hedef genin Cq değeri- kontrole ait referans genin Cq değeri 

ΔCq örnek= örneğe ait hedef genin Cq değeri- örneğe ait referans genin Cq değeri 

Rölatif hedef gen ekspresyonu: 2-(ΔCq örnek- ΔCq kontrol) = 2-ΔΔCq 
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3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

Araştırmanın planı ve takvimine ait akış grafiği Şekil 14’te gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 14. Araştırma planı ve takvimi akış grafiği. 

Ocak 2013-Aralık 2013 

Proje önerisinin kabul edilmesi, Kimyasal madde temini, hücre hatlarının 

çoğaltılması, karakteristiklerinin belirlenmesi 

Mart 2014-Temmuz 2014 

Hücrelerin nükleer ve sitozolik fraksiyonlara ayrılması ve Hücrelerde SIRT1 

aktivitesinin belirlenmesi 

Aralık 2013- Mart 2014 

HCT116 hücre hatlarında Resveratrol ve Sirtinolün IC50 değerlerinin 

belirlenmesi  

Temmuz 2014-Şubat 2015 

Belirlenen doz ve sürelerde Resveratrol ve Sirtinol uygulamaları ile SIRT1 

aktivite değişiminin belirlenmesi 

Şubat 2015-Nisan 2015 

HCT116 hücrelerinde Annexin V/ Akış Sitometrik olarak Apoptoz/Nekroz 

yüzdelerinin saptanması 

Mayıs 2012-Ocak 2013 

Literatür Tarama ve Projenin Oluşturulması 

Nisan 2015- Haziran 2015 

Real Time PCR yöntemi ile tüm gruplarda seçilen gen ekspresyonlarının 

belirlenmesi 

Haziran 2015-Eylül 2015 

Bulguların Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

Eylül 2015-Kasım 2015 

Tez yazımı 
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3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Çalışmamızda iki grup arasındaki karşılaştırmalar için, Graphpad Prism 5.04 programı 

kullanılarak istatistiksel analizler Student’s t-testi ile gerçekleştirildi ve p<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Veriler Ortalama± Standart Hata şeklinde verildi. 

 

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Çalışma in vitro bir çalışmadır. Çalışmamızın kısıtlılıkları:  

 SIRT1 aktivitesinin inhibisyonunda kullanılan sirtinolün kontrolü olarak siRNA 

yöntemiyle SIRT1’in susturumunun sağlanması ile ikinci bir inhibisyon koşulunun 

sağlanamaması. 

 mRNA düzeyinde ekspresyonları belirlenen genlerin protein yansımaları gösterilerek 

hücresel etkilerine ilişkin daha doğru çıkarımlarda bulunulamaması. 

 Çalışmanın in-vivo çalışma ile desteklenememesi. 

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu, 

14/02/2013 tarih ve 2012/11-02 karar numarası ile 871-GOA protokol numaralı çalışmamızın 

etik açısından sakıncalı olmadığına karar vermiştir (EK-1). 
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4.BULGULAR 

4.1. Hücre Karakteristiklerinin Belirlenmesi 

4.1.1. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) Hücrelerinin Morfolojik Görünümü 

 

 

 

 

 

 

Şekil 15. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinin mikroskop görüntüleri A. 

HCT116p53(+/+) hücreleri, B. HCT116p53(-/-) hücreleri. 

4.1.2. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) Hücrelerinin Katlanma Zamanlarının Belirlenmesi 

Çalışmamızda kullandığımız HCT116 kolon kanser hücrelerinin ikiye katlanma 

zamanları www.doubling-time/compute.php internet sitesine 24, 48, 72 sa. hücre sayım 

sonuçlarının girilerek sitedeki hesaplama programından elde edilen veriler doğrultusunda 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde 23.56 sa. (Şekil 16); HCT116p53(-/-) hücrelerinde 22.09 sa. (Şekil 

17) olarak belirlendi.  

 

Şekil 16. HCT116p53(+/+) hücrelerinin katlanma zamanı. 

A B 
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Şekil 17. HCT116p53(-/-) hücrelerinin katlanma zamanı. 

 

Sonuç olarak, iki hücre hattı ile paralel çalışmalar yapılacağından hücrelerin katlanma 

zamanları 23 sa. olarak kabul edildi. Çalışmamızdaki deney koşulları hücrelerin katlanma 

zamanları dikkate alınarak oluşturuldu. 

 

4.1.3. HCT116 Kolon Karsinoma Hücre Hatlarında p53 Protein Ekspresyonunun Western 

Blotlama Yöntemi İle Doğrulanması 

HCT116 kolon karsinoma hücre hatlarında p53 protein ekspresyonunun varlığını ve 

yokluğunu doğrulamak amacıyla Western blotlama yöntemiyle p53 protein ekspresyon 

seviyeleri belirlendi.  

 

 

 

Şekil 18. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücre hatlarında nükleer lizatlarda p53 protein 

ekspresyonu. 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde p53 protein bantlarının varlığı, HCT116p53(-/-) hücrelerinde 

p53 protein bantlarının yokluğu ile hücrelerin p53 ekspresyon durumu belirlendi (Şekil 18). 

 

 

 

 

         

              p53(+/+) hücreleri          p53(-/-) hücreleri 

p53 (53 kDa) 

β-aktin (42 kDa) 
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4.2. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) Hücre Hatlarında Hücre Canlılık Analizi  

4.2.1. Resveratrolün Hücre Canlılığına Etkisi  

 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde 24-72 sa. 0-80 µM konsantrasyonlarında 

Resveratrol uygulaması ile WST-1 canlılık analizi gerçekleştirildi. Elde edilen veriler 

değerlendirildiğinde; HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  hücreleri için resveratrolün uygun doz 

ve süresine karar verildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 19. HCT116p53(+/+) hücre hattında 0-80 µM Resveratrol konsantrasyonlarının 24-72 sa. 

inkübasyonu ile % canlılık değerlerinin değişimi   (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez 

tekrarlanmıştır). 
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Şekil 20. HCT116p53(-/-) hücre hattında 0-80 µM Resveratrol konsantrasyonlarının 24-72 sa. 

inkübasyonu ile % canlılık değerlerinin değişimi   (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez 

tekrarlanmıştır). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün IC50 değerleri 48 saat uygulama ile 54 µM 

ve HCT116p53(-/-)  hücreleri için de 31 µM olarak belirlendi. Bu verilere göre, HCT116p53(+/+) 

hücrelerden elde edilen değerler referans olarak alındı ve her iki hücre hattında 

uygulanmasına karar verildi. Hücre canlılığının 72 saatte çok azalması göz önüne 

alındığından 48. saatteki IC50 değerinin 48 saat ve 60 µM olarak tüm deneyler için 

kullanılmasına karar verildi (Şekil 19, 20). 

 

4.2.2. Sirtinol’ün hücre canlılığına etkisi 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde 24-72 sa. 0-80 µM konsantrasyonlarında 

Sirtinol uygulaması ile WST-1 canlılık analizi gerçekleştirildi. Elde edilen veriler 

değerlendirildiğinde; HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  hücreleri için Sirtinol’ün uygun doz ve 

süresine karar verildi (Şekil 21,22). 
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Şekil 21. HCT116p53(+/+) hücre hattında 0-80 µM Sirtinol konsantrasyonlarının 24-72 sa. 

inkübasyonu ile % canlılık değerlerinin değişimi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez 

tekrarlanmıştır). 

 

 

 

Şekil 22.  HCT116p53(-/-) hücre hattında 0-80 µM Sirtinol konsantrasyonlarının 24-72 sa. 

inkübasyonu ile % canlılık değerlerinin değişimi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez 

tekrarlanmıştır). 
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Sonuç: Hücre canlılık analiz sonuçlarına göre, sirtinolün SIRT1 aktivitesini maksimum 

düzeyde baskılayabileceği ve en fazla % 50 oranında hücre canlılığını azaltan doz olan 48. 

saatteki dozu seçildi. Her iki hücre hattı için de sirtinol doz ve süresi 60 µM ve 48 saat olarak 

belirlendi. 

 

4.3. IC50 dozunda Resveratrolün Apoptotik Etkilerinin Değerlendirilmesi 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde, WST-1 analizine göre belirlenmiş doz ve 

sürede, 60 µM Resveratrol ve 60 µM Sirtinol ile 24 ve 48 sa. inkübasyon süresinde 

gerçekleşen hücre ölüm tipi (apoptotik/nekrotik) akış sitometrik Annexin-V/ PI yöntemi ile 

değerlendirildi. 

4.3.1. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) Hücrelerinde 24 saat Uygulanan Resveratrolün 

Apoptotik Etkileri 

60 µM resveratrol ve sirtinol ile 24 saat inkübe edilen hücrelerde apoptoz indüksiyonu 

doğrulandı. HCT116p53(+/+) hücrelerinde gerçekleştirilen çalışmada, kontrol grubunda %15.5, 

sirtinol uygulaması ile %33.8 ve resveratrol uygulaması ile %34.9 oranında apoptotik hücre 

yüzdesi belirlendi. Kontrol grubuna göre sirtinol uygulaması ile p=0.0188 ve resveratrol 

uygulaması ile p=0.0042 düzeyinde anlamlı olarak canlı hücre yüzdesini azalttığı ve iki 

uygulamanın da p<0.0001 düzeyinde anlamlı olarak apoptotik hücre ölümünü arttırdığı 

belirlendi. Aynı zamanda iki uygulama ile nekrotik hücre ölümünde kontrole göre anlamlı bir 

fark saptanmadı (p>0.05) (Şekil 23). 
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Şekil 23. HCT116p53(+/+) hücrelerinde 24 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 µM 

sirtinol uygulaması C. 60 µM resveratrol uygulaması örnek gösterimleri D. Akış sitometrik 

Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez 

tekrarlanmıştır) (Kontrol vs deney grupları canlı * p<0.05) (Kontrol vs deney grupları total 

apoptotik   p<0.05) (Kontrol vs deney grupları nekrotik ▪p<0.05 istatistiksel anlamlı fark). 

Aynı şekilde HCT116p53(-/-) hücrelerinde, 24 saatte kontrol grubunda  %11.5, sirtinol 

uygulaması ile %31.9 ve resveratrol uygulaması ile %27.4 oranında total apoptotik hücre 

yüzdesi belirlendi. Bu hücrelerde de resveratrol ve sirtinol uygulamalarının kontrol grubuna 

göre canlı hücre yüzdesini p<0.0001 düzeyinde anlamlı olarak azalttığı ve yine bu düzeyde 

apoptotik hücre ölüm yüzdesini arttırdığı belirlendi. Sirtinol uygulaması ile p=0.0299 ve 

resveratrol uygulaması ile p=0.0003 düzeyinde nekrotik hücre yüzdesinin anlamlı olarak 

arttığı belirlendi (Şekil 24). 
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Şekil 24. HCT116p53(-/-) hücrelerinde 24 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 µM 

Sirtinol Uygulaması C. 60 µM Resveratrol Uygulaması örnek gösterimleri D. Akış sitometrik 

Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez 

tekrarlanmıştır) (Kontrol vs deney grupları canlı * p<0.05), kontrol vs deney grupları total 

apoptotik   p<0.05), kontrol vs deney grupları nekrotik ▪ p<0.05 istatistiksel anlamlı fark). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde 24 saat resveratrol uygulamaları 

karşılaştırıldığında p=0.0009 düzeyinde anlamlı fark gözlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde 

resveratrol uygulaması ile gerçekleşen apoptotik hücre ölümü, anlamlı olarak yüksek bulundu. 
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4.3.2. HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) Hücrelerinde 48 saat Uygulanan Resveratrolün 

Apoptotik Etkileri 

48 saat inkübe edilen HCT116p53(+/+) hücrelerinde, kontrol grubunda %16.4, resveratrol 

uygulaması ile %45.7 ve sirtinol uygulaması ile %24 oranında apoptotik hücre yüzdesi 

saptandı. Kontrol grubuna göre sirtinol uygulaması ile p=0.0087, resveratrol uygulaması ile 

p=0.0007 düzeyinde canlı hücre yüzdesini anlamlı olarak azalttığı saptandı. Resveratrol 

uygulamasının kontrole göre apoptotik hücre ölümünü p=0.0059 düzeyinde anlamlı olarak 

arttırdığı, sirtinol uygulaması ile p=0.2581 düzeyinde anlamlı bir değişim göstermediği 

belirlendi. Her iki uygulama ile de nekrotik hücre yüzdesinin p<0.0001 düzeyinde anlamlı 

olarak arttığı saptandı (Şekil 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 25. HCT116p53(+/+) hücrelerinde 48 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 µM 

Sirtinol Uygulaması, C. 60 µM Resveratrol Uygulaması örnek gösterimleri. D. Akış 

sitometrik Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez 
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tekrarlanmıştır) (Kontrol vs deney grupları canlı * p<0.05), kontrol vs deney grupları total 

apoptotik   p<0.05), kontrol vs deney grupları nekrotik ▪ p<0.05 istatistiksel anlamlı fark). 

Aynı şekilde HCT116p53(-/-) hücrelerinde, kontrol grubunda %4.4, resveratrol uygulaması 

ile  %40 ve sirtinol uygulaması ile %16.3 oranında apoptotik hücre yüzdesi belirlendi. Kontrol 

grubuna göre her iki uygulama ile p<0.0001 düzeyinde hücre canlılığında azalma belirlendi. 

Kontrole göre resveratrol uygulamasının p=0.0001 düzeyinde anlamlı olarak apoptotik hücre 

ölümünü arttırdığı belirlenirken, sirtinol uygulaması ile apoptotik hücre ölümünde p=0.2136 

düzeyinde anlamlı bir değişim saptanmadı. Nekrotik hücre yüzdesinin de resveratrol 

uygulaması ile p=0.0002 düzeyinde ve sirtinol uygulaması ile p=0.0294 düzeyinde kontrole 

göre anlamlı olarak artış gösterdiği belirlendi (Şekil 26). 
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Şekil 26. HCT116p53(-/-) hücrelerinde 48 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 µM 

Sirtinol Uygulaması C. 60 µM Resveratrol Uygulaması. D. Akış sitometrik Annexin-V/PI 

analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol 

vs deney grupları canlı * p<0.05), kontrol vs deney grupları total apoptotik   p<0.05), kontrol 

vs deney grupları nekrotik ▪ p<0.05 istatistiksel anlamlı fark). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde 48 saat resveratrol uygulamaları 

karşılaştırıldığında p=0.1835 düzeyinde anlamlı bir değişim gözlenmedi.  

 

4.4. BSA Standart Grafiği  

Standart grafiği BCA kit protokolüne göre oluşturuldu (Şekil 27). 

 

 

Şekil 27. BSA protein standart grafiği 

 

4.5. SIRT1 Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

SIRT1 aktivitesini baskılayan sirtinol dozunun belirlenmesi için HCT116p53(+/+)  

hücrelerinde farklı sirtinol konsantrasyonlarındaki inhibisyon incelendi. Belirlenen sirtinol 

dozu HCT116p53(-/-) hücrelerine de uygulandı. 
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4.5.1. SIRT1 aktivite standart grafiği 

SIRT1 Fluorometrik Aktivite kiti  içeriğinde bulunan Rekombinant SIRT1 Enzimi (U) 

nin seyreltmeleri ile yönteme uygun olarak AFU (Arbitrary Fluorescence Units) değerleri ve 

enzim konsantrasyonu arasında standart grafiği oluşturuldu  (Şekil 28). 

 

 

Şekil 28. Rekombinant SIRT1 enzim aktivite standart grafiği. 

 

4.5.2. Hücrelerde SIRT1 inhibisyon düzeyleri 

24 saat 20-100 µM Sirtinol ve 60-100 µM resveratrol uygulaması yapılan 

HCT116p53(+/+) hücrelerinden elde edilen nükleer fraksiyonlarda SIRT1 aktivite analizi 

gerçekleştirildi. SIRT1 aktivite analiz kitinde bulunan SIRT1 inhibitörü sodyum suramin (SS) 

100 µM konsantrasyonda sirtinolün pozitif kontrolü olarak kullanıldı.  
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Şekil 29. HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 enzim aktivite analizi (Ortalama± Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrar edilmiştir) 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 aktivite inhibisyonunu % 58 oranında sağlayan 80 

µM sirtinol dozu seçildi. Aynı zamanda kullanılan resveratrol dozlarının SIRT1 aktivitesini 

arttırdığı gösterildi (Şekil 29). 
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4.6. SIRT1 Protein Ekspresyon Değişimi 

4.6.1. HCT116p53(+/+) Hücrelerinde SIRT1 Protein Ekspresyon Değişimi 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 protein ekspresyon düzeyi K (Kontrol), S (Sirtinol 

80 µM, 24 sa.), R  (Resveratrol 60 µM, 24 sa.), S+R (Sirtinol 80 µM, 24 sa. + Resveratrol 60 

µM, 24 sa.) gruplarında Western Blot analizi ile semi-kantitatif olarak incelendi.  
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Şekil 30. HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 proteininin western blot analizi. A.  X-Ray filmi 

örnek görüntüsü, B. Dansitometrik analiz ile SIRT1/β-Aktin oranının grafiksel ifadesi 

(*p<0.05 düzeyinde kontrole göre anlamlı) 

Sonuç: Sirtinol ve resveratrolün ardışık olarak uygulandığı HCT116p53(+/+) hücrelerinde 

SIRT1 protein ekspresyon düzeyinin kontrole göre p<0.05 düzeyinde anlamlı olarak azaldığı 

belirlendi (Şekil 30A, B) 
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4.6.2. HCT116p53(-/-) Hücrelerinde SIRT1 Protein Ekspresyon Değişimi 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde de, aynı gruplarda SIRT1 protein ekspresyonu Western Blot 

analizi ile değerlendirildi. 
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Şekil 31. HCT116p53(-/-) hücrelerinde SIRT1 proteininin western blot analizi. A. X-Ray filmi 

örnek görüntüsü, B. Dansitometrik analiz ile SIRT1/β-Aktin oranının grafiksel ifadesi 

(*p<0.05 düzeyinde kontrole göre anlamlı) 

Sonuç: Sirtinol ve resveratrolün ardışık olarak uygulaması ile HCT116p53(-/-) hücrelerinde 

SIRT1 protein ekspresyon düzeyinin kontrole göre anlamlı bir fark göstermediği belirlendi 

(Şekil 31A, B). 
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4.7. Sirtinol ve Resveratrol Uygulamasının Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

 

4.7.1. HCT116p53(+/+)Hücre Hattında Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarının Hücre 

Canlılığı Üzerine Etkisi 

Belirlenen sirtinol ve resveratrol doz ve sürelerinde, hücrelere uygulanması sonucunda 

hücre canlılığının değişimi incelendi. Kontrol (%0.01 DMSO), 80 µM sirtinol 24 sa., 60 µM 

resveratrol 24 sa., 60 µM resveratrol 48 sa., 80 µM sirtinol 24 sa. ön uygulama sonrası 24 sa. 

60 µM resveratrol uygulaması ve 80 µM sirtinol 24 sa. ön uygulama sonrası 48 sa. 60 µM 

resveratrol uygulaması olmak üzere altı grupta hücre canlılık değişimi belirlendi.  

 

 

Şekil 32. HCT116p53(+/+) hücrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamaları ile % canlılık 

değerlerinin değişimi. (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez tekrarlanmıştır). 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrole göre sirtinolün 24 saat uygulaması ile canlılıkta 

%8.3 oranında, resveratrolün 24 sa. uygulaması ile  % 40.4 oranında azalma belirlendi. 

resveratrolün 48 sa. uygulaması ile %70 oranında canlılıkta azalma tespit edildi. Sirtinolün 24 

sa. ve resveratrolün ardışık olarak 24 sa. uygulanması ile canlılıkta % 57.3 oranında ve sirtinol 

sonrası resveratrolün ardışık olarak 48 sa. uygulaması ile canlılıkta % 76.7 oranında azalma 

olduğu saptandı (Şekil 32). 
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4.7.2. HCT116p53(-/-) Hücre Hattında Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarının Hücre 

Canlılığı Üzerine Etkisi 

HCT116p53(+/+) hücre hattında olduğu gibi HCT116p53(-/-) hücre hattında da, kontrol 

(%0.01 DMSO), 80 µM sirtinol 24 sa., 60 µM resveratrol 24 sa., 60 µM resveratrol 48 sa., 80 

µM sirtinol 24 sa. ön uygulaması sonrasında 24 sa. 60 µM resveratrol uygulaması ve 80 µM 

sirtinol 24 sa. ön uygulaması sonrasında 48 sa. 60 µM resveratrol uygulaması olmak üzere altı 

grupta hücre canlılık değişimi belirlendi.  

 

Şekil 33. HCT116p53(-/-) hücrelerinde sirtinol ve resveratrol uygulamaları ile % canlılık 

değerlerinin değişimi (Ortalama±Standart Hata, her koşul 9 kez tekrarlanmıştır). 

Sonuç: HCT116p53(-/-) hücrelerinde kontrole göre sirtinolün 24 sa. uygulaması ile canlılıkta % 

25.6 oranında, resveratrolün 24 sa. uygulaması ile  % 43.6 oranında azalma belirlendi. 

resveratrolün 48 sa. uygulaması ile canlılıkta %  64.9 oranında azalma tespit edildi. Sirtinolün 

24 sa. ve resveratrolün ardışık olarak 24 sa. uygulaması ile canlılıkta % 59.6 oranında ve 

sirtinol sonrası resveratrolün ardışık olarak 48 sa. uygulaması ile canlılıkta % 73.1 oranında 

azalma olduğu saptandı (Şekil 33). 

 

Sonuç olarak, sirtinol ve resveratrolün ayrı ayrı hücrelere uygulanmasında IC50 değeri 

için 48 sa. gerekli iken, sirtinol ön uygulaması sonrası resveratrol uygulandığında IC50 

değerine 24 saatte ulaşıldığı saptandı. Bu verilere dayanarak sirtinol ve resveratrol hücrelere 

24’er saat uygulandı.  
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4.8. Sirtinol ve Resveratrol Ardışık Uygulamasının Apoptotik Etkisi 

4.8.1. HCT116p53(+/+) Hücre Hattında Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarının Apoptotik 

Etkisi 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde, kontrol (K), 80 µM sirtinol 24 saat (S), 60 µM resveratrol 

24 saat (R) ve 80 µM sirtinol 24 saat sonrası 24 saat 60 µM resveratrol uygulamaları (S+R) ile 

gerçekleşen hücre ölüm tipi (apoptotik/ nekrotik) akış sitometrik Annexin-V/ PI yöntemi ile 

FITC-Annexin-V Apoptosis Detection Kit 1 kullanılarak saptandı. 
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Şekil 34. HCT116p53(+/+) hücrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamaları ile akış sitometrik 

analiz.  A. Kontrol (K), B. Sirtinol 24 saat (S), C. Resveratrol 24 saat (R) ve D. Sirtinol + 

Resveratrol 24 saat (S+R) E. HCT116p53(+/+) Akış Sitometrik analiz sonuçlarının grafiksel 

ifadesi. (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs deney grupları 

canlı *p<0.05) (Kontrol vs deney grupları total apoptotik p<0.05) (Kontrol vs deney grupları 

nekrotik ▪p<0.05) ( R vs S+R total apoptotik p<0.05) (R vs S+R nekrotik p<0.05, 

istatistiksel anlamlı fark).  

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde gerçekleştirilen çalışmada, kontrol grubunda %13.8, 

sirtinol uygulaması ile %16.4 ve resveratrol uygulaması ile %27.6, sirtinol ve resveratrolün 

ardışık uygulanması ile %33.4 oranında apoptotik hücre yüzdesi belirlendi. Kontrol grubunun 

apoptotik hücre yüzdesi ile yapılan istatistiksel karşılaştırmada sirtinol uygulaması ile elde 

edilen apoptotik hücre yüzdesinin p=0.0802 değeri ile anlamlı bir fark göstermediği, 

resveratrol uygulamasının yanı sıra sirtinol ve resveratrolün ardışık uygulaması ile p<0.0001 

düzeyinde anlamlı olarak apoptotik hücre yüzdelerinde artış belirlendi. Aynı zamanda 

resveratrol ve ardışık uygulamalarının apoptotik hücre yüzdeleri arasında yapılan istatistiksel 

karşılaştırmada ardışık uygulamada p=0.0007 değerinde anlamlı olarak apoptotik hücre 

yüzdesi artışı belirlendi (Şekil 34).  

Sonuç olarak, HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün SIRT1’in inhibe edildiği koşulda 

apoptotik hücre yüzdesini anlamlı olarak arttırdığı saptandı. 
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4.8.2. HCT116p53(-/-)Hücre Hattında Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarının Apoptotik 

Etkisi 

 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde de oluşturulan aynı gruplarda gerçekleşen hücre ölüm tipi 

(apoptotik/nekrotik) akış sitometrik Annexin-V/ PI yöntemi ile FITC-Annexin-V Apoptosis 

Detection Kit 1 kullanılarak saptandı. 
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Şekil 35. HCT116p53(-/-) hücrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamaları ile akış sitometrik 

analiz.  A. Kontrol (K), B. Sirtinol 24 saat (S), C. Resveratrol 24 saat (R) ve D. 

Sirtinol+Resveratrol 24 saat (S+R) E. HCT116p53(-/-) Akış Sitometrik analiz sonuçlarının 

grafiksel ifadesi. (Ortalama±Standart Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs deney 

grupları canlı *p< 0.05) (Kontrol vs deney grupları total apoptotik p<0.05) (Kontrol vs deney 

grupları nekrotik ▪p< 0.05) ( R vs S+R total apoptotik p<0.05) (R vs S+R nekrotik p<0.05, 

istatistiksel anlamlı fark).  

Sonuç: HCT116p53(-/-) hücrelerinde, kontrol grubunda  % 7.1, sirtinol uygulaması ile %10.4 ve 

resveratrol uygulaması ile % 17.9, sirtinol ve resveratrolün ardışık uygulanması ile % 18.2 

oranında apoptotik hücre yüzdesi belirlendi. Kontrol grubuna göre canlı hücre 

popülasyonunda sirtinol grubunda p=0.0238, resveratrol grubunda p=0.0008, ardışık 

uygulama grubunda p=0.0116 düzeyinde anlamlı fark saptandı. Kontrol grubunun apoptotik 

hücre yüzdesi ile yapılan istatistiksel karşılaştırmada sirtinol uygulaması ile elde edilen 

apoptotik hücre yüzdesinin p=0.1094 düzeyinde anlamlı bir fark göstermediği, resveratrol 

uygulaması ile p=0.0011 düzeyinde anlamlı, sirtinol ve resveratrolün ardışık uygulaması ile 

de p=0.0047 düzeyinde anlamlı olarak apoptotik hücre yüzdelerinde artış belirlendi. Kontrol 

grubuna göre nekrotik hücrelerin karşılaştırılmasında, sirtinol uygulaması ile p=0.0127 

düzeyinde anlamlı fark belirlenirken, resveratrol uygulaması ile p=0.4058 ve ardışık 

uygulama ile p=0.1833 düzeylerinde anlamlı fark saptanmadı. Aynı zamanda resveratrol ve 

ardışık uygulamalarının apoptotik hücre yüzdeleri arasında yapılan istatistiksel 
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karşılaştırmada p=0.8442 düzeyinde, nekrotik hücre yüzdeleri arasında yapılan istatistiksel 

karşılaştırmada p=0.3450 düzeyinde anlamlı bir fark saptanmadı (Şekil 35).  

HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrol uygulaması ve ardışık uygulama karşılaştırılması 

ile apoptotik hücre ölüm yüzdesinin anlamlı fark oluşturmaması, bize resveratrol ile 

gerçekleşen apoptotik hücre ölümünün SIRT1-bağımsız olabileceğini göstermektedir. 

Akış sitometrik analiz sonuçlarına göre HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücreleri 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada resveratrol uygulaması ile apoptotik hücre 

yüzdesinin p<0.0001 düzeyinde anlamlı, ardışık uygulama ile apoptotik hücre yüzdesinin 

p=0.0005 düzeyinde anlamlı fark saptandı. HCT116p53(+/+) hücrelerinde apoptotik hücre 

yüzdelerinin daha yüksek olduğu belirlendi. Bu sonuçlar doğrultusunda verilerimiz, 

gerçekleşen apoptotik hücre ölümünün p53 bağımlı olabileceğini göstermektedir. 

 

4.9. Gerçek Zamanlı PZR analizleri 

4.9.1. cDNA sentezinin Kontrolü 

β-Aktin genine ait primer setinin kullanılması sonucu örneklerimizin cDNA sentezinin 

yeterli oranda gerçekleşip gerçekleşmediği kontrol edildi. Döngü sayısı 25’in altında 

belirlendiğinden örnek genleri ile housekeeping genler arasında karşılaştırma yapılabilecek 

düzeyde cDNA elde edildiği saptandı (Şekil 36). 

 

Şekil 36. Gen amplifikasyon eğrisi örnek gösterimi (β-Aktin). 

 



74 

 

4.9.2. Sinyal İleti Yolak Genlerinin mRNA Ekspresyonu 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) kolon kanser hücrelerinde K (Kontrol), S (Sirtinol 80 µM, 24 

sa.), R  (Resveratrol 60 µM, 24 sa.), S+R (Sirtinol 80 µM, 24 sa. + Resveratrol 60 µM, 24 sa.) 

koşullarında mRNA ekspresyon seviyeleri incelendi. 

 4.9.2.1. TGF-β Yolak Genleri 

 4.9.2.1.1 P27 mRNA Ekspresyonu 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında Resveratrol (R) ile p=0.0016 

düzeyinde anlamlı ve Sirtinol + Resveratrol (S+R) grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı 

artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da 

p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü.  

HCT116p53(-/-) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında, R uygulaması ile gen ekspresyon 

düzeyinde p=0.1484 düzeyinde anlamlı bir fark görülmezken, S+R uygulaması ile p=0.0052 

düzeyinde anlamlı artış saptandı. R ve S+R grupları arasında yapılan istatistiksel 

karşılaştırmada, p=0.0059 düzeyinde anlamlı artış gözlendi. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p<0.0001, S+R grupları arasında ise p=0.0002 

düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (Şekil 37). 
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Şekil 37. P27 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ) 

 (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 
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Sonuç: P27 gen ekspresyonunun HCT116p53(+/+) hücrelerinde daha etkin bir şekilde arttığı 

belirlendi. Belirlenen artış p53 ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı olarak değerlendirildi. (Tablo 

6). 

 

4.9.2.1.2. ATF-4 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol grubu ile kıyaslandığında R ile p=0.0119 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0105 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.1621 düzeyinde anlamlı fark gözlenmedi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0008 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0006 düzeyinde anlamlı artış görüldü.  

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0475 düzeyinde anlamlı fark saptanırken, 

S+R grupları arasında ise p=0.4636 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 38). 
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Şekil 38. ATF4 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ) (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 
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Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrol uygulaması ATF4 gen ekspresyonunu daha 

etkin bir şekilde arttırırken, HCT116p53(-/-) hücrelerinde, SIRT1 inhibisyonu ile ATF4 gen 

ekspresyonunu daha etkin bir şekilde arttırdı. Resveratrolün ATF4 gen ekspresyonunu p53 ve 

SIRT1 inhibisyonu bağımlı olarak arttırdığı saptandı (Tablo 6). 

 

4.9.2.1.3. MYC mRNA Ekspresyonu 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R grubu ile p=0.2885 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0016 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0017 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-)hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.7674 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+)ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.005 düzeyinde anlamlı fark saptanırken, 

S+R grupları arasında ise p=0.0507 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 39). 
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Şekil 39. MYC mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır). (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ) (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 
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Sonuç: HCT116p53(+/+)ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrol uygulaması ile anlamlı bir 

değişim gözlenmemesine rağmen SIRT1’in inhibisyon durumunda MYC gen ekspresyonu 

anlamlı olarak artış göstermiştir. Resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı 

olarak MYC gen ekspresyonunda değişim gösterdiği belirlendi (Tablo 6). 

 

 

4.9.2.1.4. TRAIL mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+)hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R grubu ile p=0.0047 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0006 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0062 düzeyinde 

anlamlı artış ve S+R grubunda p=0.0007 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R 

grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0149 düzeyinde anlamlı artış 

görüldü. 

HCT116p53(+/+)ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0903 düzeyinde anlamlı bir fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0005 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 40). 
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Şekil 40. TRAIL mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 
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Sonuç: Resveratrolün ve SIRT1 inhibisyonunun iki hücre hattında da anlamlı olarak TRAIL 

gen ekspresyonunu arttırdığı ve buna bağlı olarak p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı olarak etki gösterdiği saptandı (Tablo 6). 

 

4.9.2.2. WNT yolak genleri 

 

4.9.2.2.1. Siklin D1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0709 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken ve S+R grubunda p=0.0013 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0011 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0007 düzeyinde 

anlamlı azalma ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile 

S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış 

görüldü. 

HCT116p53(+/+)ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.6289 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0090 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 41). 
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Şekil 41. Siklin D1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 
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Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde Siklin D1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulaması ile 

anlamlı olarak değiştirmediği ancak SIRT1 inhibisyonu ile arttırdığı belirlendi. HCT116p53(-/-) 

hücrelerinde ise, resveratrol uygulaması ile Siklin D1 gen ekspresyonu azalmış, SIRT1 

inhibisyonuyla artış göstermiştir. Bu şekilde, resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

 

 

4.9.2.2.2. FRA-1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0900 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0157 düzeyinde 

anlamlı azalma ve (S+R) grubunda p=0.0013 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile 

S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0008 düzeyinde anlamlı artış 

görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.2256 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0411 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 42). 
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Şekil 42. FRA-1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde FRA-1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulaması ile 

anlamlı olarak değiştirmediği ancak SIRT1 inhibisyonu ile arttırdığı belirlendi. HCT116p53(-/-) 

hücrelerinde ise, resveratrol uygulaması ile FRA-1 gen ekspresyonu azalmış, SIRT1 

inhibisyonuyla artış göstermiştir. Bu şekilde, resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

 

 

4.9.2.2.3. PPARD mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0044 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0004 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0021 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0158 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0020 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0036 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0043 düzeyinde anlamlı, S+R grupları 

arasında ise p=0.0025 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 43). 
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Şekil 43. PPARD mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde PPARD gen ekspresyonunu resveratrol uygulaması ile 

anlamlı olarak arttırdığı aynı zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttırdığı belirlendi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde de gen ekspresyonundaki artış benzer olmakla birlikte 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 inhibisyonu ile daha fazla artış gözlendi. Bu şekilde, 

resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

 

4.9.2.2.4. WISP1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0008 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0029 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0002 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0011 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0661 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0257 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 44). 
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Şekil 44. WISP1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde WISP1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulaması ile 

anlamlı olarak arttırdığı aynı zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttırdığı belirlendi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde de gen ekspresyonundaki artış benzer olmakla birlikte bu 

hücrelerde resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile daha fazla artış gözlendi. Bu 

şekilde, resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etki gösterdiği saptandı 

(Tablo 6). 

 

4.9.2.3. P53 Yolak Genleri 

 

4.9.2.3.1. PUMA mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+)  hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0002 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda P=0.0004 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0007 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0006 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0013 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0530 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0361 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

saptandı (Şekil 45). 
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Şekil 45. PUMA mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün PUMA gen ekspresyonunu anlamlı olarak 

arttırdığı aynı zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttırdığı belirlendi. HCT116p53(-/-) 

hücrelerinde de gen ekspresyonundaki artışın benzer olduğu gözlendi. Bu şekilde, 

resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı(Tablo 6). 
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4.9.2.3.2. EGFR mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0016 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0004 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0016 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.9691 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0009 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0007 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0015 düzeyinde anlamlı, S+R grupları 

arasında ise p=0.0015 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 46). 
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Şekil 46. EGFR mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde EGFR gen ekspresyonunu resveratrol uygulaması ile 

anlamlı olarak arttıdığı aynı zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttırdığı belirlendi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrol uygulaması ile anlamlı bir değişim gözlenmezken 

SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonu artışı belirlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde SIRT1 

inhibisyonu ile daha fazla artış gözlendi. Bu şekilde, resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.3.3. FAS mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.1825 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken ve S+R grubunda p=0.0464 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada p=0.0758 düzeyinde anlamlı 

bir fark görülmedi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.8638 düzeyinde 

anlamlı bir fark saptanmazken,  S+R grubunda p=0.0013 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0006 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p<0.0001 düzeyinde anlamlı fark ve S+R 

grupları arasında ise p=0.0202 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 47). 
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Şekil 47. FAS mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde FAS gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ile 

anlamlı bir değişim göstermediği SIRT1 inhibisyonu ile arttığı belirlendi. HCT116p53(-/-) 

hücrelerinde de gen ekspresyonundaki artış benzer şekilde gözlenmesine rağmen, gen 
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ekspresyon seviyeleri HCT116p53(+/+) hücrelerinde daha yüksek olarak belirlendi. Bu sonuçlara 

göre, resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

4.9.2.3.4. GADD45A mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0064 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0004 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.5374 düzeyinde anlamlı fark saptanmadı. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0004 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0232 düzeyinde anlamlı fark, S+R 

grupları arasında ise p=0.0074 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 48). 
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Şekil 48. GADD45A mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi.(Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde GADD45A gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması 

ve SIRT1 inhibisyonu anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de gen 

ekspresyonundaki artış benzer şekilde gözlendi. Bu hücrelerde resveratrolün SIRT1 

inhibisyonu ile daha belirgin bir artışa sebep olduğu saptandı. Bu sonuçlara göre, 

resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.3.5. RB1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0018 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0020 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.3561 düzeyinde anlamlı bir fark 

saptanmadı. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.5470 düzeyinde ve 

S+R grubunda p=0.3944 düzeyinde anlamlı bir fark gözlenmedi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.5521 düzeyinde anlamlı bir fark 

saptanmadı. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0031 düzeyinde anlamlı fark, S+R 

grupları arasında ise p=0.0417 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 49). 
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Şekil 49. RB1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde RB1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde gen 

ekspresyonunda anlamlı bir değişim gözlenmedi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 

bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.3.6. SURVIVIN mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.1448 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken S+R grubunda p=0.0173 düzeyinde anlamlı olarak azalma 

belirlendi. R grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0014 

düzeyinde anlamlı azalma görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0041 düzeyinde 

anlamlı azalma ve S+R grubunda p=0.0163 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile 

S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış 

görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0172 düzeyinde anlamlı fark, S+R 

grupları arasında ise p<0.0001 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 50). 
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Şekil 50. Survivin mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün ve SIRT1 inhibisyonu ile uygulamasının 

survivin gen ekspresyonunu anlamlı olarak azalttığı belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de 

resveratrol uygulaması ile gen ekspresyonunda azalma görülmesine karşın, resveratrolün 

SIRT1 inhibisyonu ile uygulaması sonrası ekspresyon artışı saptandı. Bu sonuçlara göre, 
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resveratrolün survivin gen ekspresyonu üzerindeki etkisinin p53 bağımsız ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

 

4.9.2.3.7. PCNA mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0034 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0009 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.1947 düzeyinde anlamlı fark görülmedi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0812 düzeyinde ve 

S+R grubunda p=0.1239 düzeyinde anlamlı fark saptanmadı. R grubu ile S+R grubu arasında 

yapılan istatistiksel karşılaştırmada p=0.0184 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0028 düzeyinde anlamlı fark saptanırken, 

S+R grupları arasında ise p=0.3641 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 51). 

 

PCNA

m
R

N
A

 e
k

s
p

re
s

y
o

n
 d

ü
z
e

y
i 

(2
-


C
q
)

K S R

S
 +

 R K S R
S
+ 

R

0

2

4

6

8

*

*
*

*





   p53 +/+                    p53 -/-
 

Şekil 51. PCNA mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde PCNA gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde 

resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda anlamlı bir değişim 

gözlenmemesine rağmen resveratrolün tek ve SIRT1 inhibisyonu ile uygulamaları 
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karşılaştırıldığında anlamlı olarak gen ekspresyonu artışı saptandı.  Bu sonuçlara göre, 

resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 

 

4.9.2.3.8. FASLG mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0004 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0014 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0304 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0080 düzeyinde anlamlı fark, S+R 

grupları arasında ise p=0.0001 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 52) 
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Şekil 52. FASLG mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde FASLG gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de gen 

ekspresyonunda anlamlı artış gözlendi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 bağımsız ve 

SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.3.9. MCL-1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0176 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0005 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0007 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0497 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0002 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.3374 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0052 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 53). 
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Şekil 53. MCL-1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: Her iki hücre hattında da MCL-1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 

bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.4. NF-κB Yolak Genleri 

 

4.9.2.4.1. ICAM-1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0036 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0039 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0002 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0014 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.2614 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0318 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 54). 
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Şekil 54. ICAM-1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde ICAM1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de aynı 

şekilde anlamlı artış gözlendi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.4.2. IFNG mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+)hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0003 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-)  hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0002 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0009 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0059 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0848 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0008 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 55). 
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Şekil 55. IFNG mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde IFNG gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de 

resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda anlamlı artış belirlendi. 

Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı 

(Tablo 6). 
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4.9.2.4.3. STAT1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0567 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0009 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0027 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.2813 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0019 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0013 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0100 düzeyinde anlamlı fark, S+R 

grupları arasında ise p=0.0013 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 56). 
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Şekil 56. STAT1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde STAT1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ile 

anlamlı bir değişim göstermediği, SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi.  

HCT116p53(-/-) hücrelerinde de aynı şekilde gen ekspresyon değişimi gözlendi. HCT116p53(+/+) 

hücrelerinde resveratrolün SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla 

arttırdığı belirlendi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi 

saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.4.4. TNF mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+)  hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0016 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0017 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0013 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.3315 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0011 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 57). 

 

 
 

Şekil 57. TNF mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde TNF gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de aynı 

şekilde gen ekspresyon değişimi gözlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrolün SIRT1 

inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla arttırdığı belirlendi. Bu sonuçlara göre, 

resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5. JAK/STAT Yolak Genleri: 

 

4.9.2.5.1. IRF1 mRNA Ekspresyonu: 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0016 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0002 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0010 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0055 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.4845 düzeyinde anlamlı fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında ise p=0.0196 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 58). 
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Şekil 58. IRF1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde IRF1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de aynı 

şekilde gen ekspresyon değişimi gözlendi. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 bağımsız ve 

SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 



97 

 

4.9.2.5.2. SOCS3 mRNA ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0044 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0007 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0136 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.1073 düzeyinde anlamlı bir fark 

saptanmazken, S+R grupları arasında p=0.0011 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlendi (Şekil 59). 
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Şekil 59. SOCS3 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde SOCS3 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de aynı 

şekilde gen ekspresyon değişimi gözlendi. HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün SIRT1 

inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla arttırdığı belirlendi. Bu sonuçlara göre, 

resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.3. AKT1 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.1164 düzeyinde 

anlamlı fark gözlenmezken, S+R grubunda p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0011 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0095 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.5705 düzeyinde ve S+R grupları arasında  

p=0.4939 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı (Şekil 60). 
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Şekil 60.  AKT1 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart 

Hata, her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı ), (R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde AKT1 gen ekspresyonunun Resveratrol uygulaması ile 

anlamlı bir değişim göstermediği, SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde Resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış 

gösterdiği saptandı. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 bağımsız ve SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.4. FOS mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0002 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0055 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0048 düzeyinde anlamlı azalma görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0003 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0052 düzeyinde anlamlı azalma belirlendi. R grubu ile S+R 

grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış 

görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0001 düzeyinde anlamlı fark saptanırken, 

S+R grupları arasında ise p=0.8476 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 61). 
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Şekil 61. FOS mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde FOS gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde 

resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı olarak azalma gösterdiği ancak gen 

ekspresyon düzeyinin resveratrolün SIRT1 inhibisyonu ile arttığı saptandı. Bu sonuçlara göre, 

resveratrolün p53 bağımlı ve SIRT1 inhibisyonu bağımsız etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.5. JUN mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.8118 düzeyinde anlamlı fark saptanmadı. 

HCT116p53(-/-)  hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0001 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerindeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p<0.0001 düzeyinde anlamlı, S+R grupları 

arasında ise p=0.0076 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 62). 
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Şekil 62. JUN mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı ), 

(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı). 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde JUN gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği ancak bu artışın SIRT1 inhibisyonuna bağımlı 

olmadığı belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu 

ile anlamlı artış gösterdiği saptandı. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.6. STAT3 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0002 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0004 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0056 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0006 düzeyinde anlamlı, S+R grupları 

arasında ise p=0.0015 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark belirlendi (Şekil 63). 
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Şekil 63. STAT3 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±SD, her 

koşul 3 kez tekrarlanmıştır)  Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı. 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde STAT3 gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de 

resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği ancak HCT116p53(+/+) 

hücrelerinde resveratrolün SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda daha fazla artışa neden 

olduğu saptandı. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi 

saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.7. IL1A mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0005 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.4472 düzeyinde 

anlamlı fark saptanmazken, S+R grubunda p<0.0001 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R 

grubu ile S+R grubu arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p<0.0001 düzeyinde 

anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0024 düzeyinde anlamlı, S+R grupları 

arasında ise p=0.0092 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (Şekil 64). 
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Şekil 64. IL-1A mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±SD, her 

koşul 3 kez tekrarlanmıştır)  Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı. 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde IL1A gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise, 

resveratrol uygulaması ile anlamlı değişim gözlenmezken, SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış 

gösterdiği ancak HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün SIRT1 inhibisyonu ile gen 

ekspresyonunda daha fazla artışa neden olduğu saptandı. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 

ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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4.9.2.5.8. IL8 mRNA Ekspresyonu 

 

HCT116p53(+/+) hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0119 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0105 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada p=0.1621 düzeyinde anlamlı bir fark saptanmadı. 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde ise; kontrol ile kıyaslandığında R ile p=0.0008 düzeyinde 

anlamlı ve S+R grubunda p=0.0003 düzeyinde anlamlı artış belirlendi. R grubu ile S+R grubu 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada da p=0.0006 düzeyinde anlamlı artış görüldü. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  hücrelerdeki tüm grupların birbirleriyle istatistiksel 

karşılaştırılması sonucunda R grupları arasında p=0.0475 düzeyinde anlamlı fark saptanırken, 

S+R grupları arasında ise p=0.4636 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 65). 
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Şekil 65. IL-8 mRNA ekspresyon düzeylerinin grafiksel gösterimi. (Ortalama±Standart Hata, 

her koşul 3 kez tekrarlanmıştır)  (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı)(R vs S+R ▪ p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlı) 

 

Sonuç: HCT116p53(+/+) hücrelerinde IL-8 gen ekspresyonunun Resveratrol uygulaması ve 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği belirlendi. HCT116p53(-/-) hücrelerinde de 

Resveratrol uygulaması ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı artış gösterdiği saptandı. Ancak 

HCT116p53(-/-) hücrelerinde resveratrolün SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda daha 

fazla artışa neden olduğu saptandı. Bu sonuçlara göre, resveratrolün p53 ve SIRT1 

inhibisyonu bağımlı etkisi saptandı (Tablo 6). 
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Sinyal İleti 

Yolakları 

P53 +/+ hücreleri 

(kontrole göre kat değişim) 

P53 -/-  hücreleri 

(kontrole göre kat değişim) 
 

TGFβ Yolağı 
Kontrol 

p53 +/+ 

P53+/ 

SIRT1+ 

P53+/ 

SIRT1- 

Kontrol 

p53 -/- 

P53-/ 

SIRT1+ 
P53- / SIRT1- 

Resveratrolün 

P53 ve SIRT1 

bağımlılığı 

P27 0.2 (0.5)  (2.1)  0.25 (0.3)  (0.64)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

ATF4 4.35 (14.3)  (21.2)  3.64 (8.1)  (25.0)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

MYC 1.14 (1.01)  (2.5)  1.64 (1.61)  (3.0)  

P53 bağımsız artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

TRAIL 0.01 (0.3)  (1.2)  0.01 (0.2)  (0.42)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

 

 

WNT Yolağı 
Kontrol 

p53 +/+ 

P53+/ 

SIRT1+ 

P53+/ 

SIRT1- 

Kontrol 

p53 -/- 

P53-/ 

SIRT1+ 
P53- / SIRT1- 

Resveratrolün 

P53 ve SIRT1 

bağımlılığı 

SİKLİN D1 0.99 (0.81)  (6.7)  1.56 (0.84)  (3.36)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

FRA-1 0.81 (1.09)  (6.3)  1.42 (0.96)  (4.80)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

PPARD 0.33 (1.1)  (3.0)  0.2 (0.39)  (1.2)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1  inhibisyonu 

bağımlı artış 

WISP 0.01 (0.2)  (1.0)  0.01 (0.4)  (1.4)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

        

P53 Yolağı 
Kontrol 

p53 +/+ 

P53+/ 

SIRT1+ 

P53+/ 

SIRT1- 

Kontrol 

p53 -/- 

P53-/ 

SIRT1+ 
P53- / SIRT1- 

Resveratrolün 

P53 ve SIRT1 

bağımlılığı 

PUMA 0.01 (0.1)  (0.4)  0.01 (0.1)  (0.3)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

EGFR 0.25 (1.1)  (3.3)  0.31 (0.31)  (1.1)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

FAS 0.18 (0.24)  (0.3)  0.06 (0.06)  (0.2)  
P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

Tablo 6. mRNA kat değişimleri 
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bağımlı artış 

GADD45A 1.41 (7.5)  (8.4)  0.91 (3.3)  (12.6)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış. 

 

RB1 0.21 (0.8)  (0.7)  0.32 (0.36)  (0.42)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

SURVİVİN 0.4 (0.23)  (0.05)  0.97 (0.3)  (0.5)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı azalış 

PCNA 1.79 (4.4)  (5.3)  2.76 (1.6)  (4.5)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

FASLG 0.01 (0.2)  (1.2)  0.02 (0.4)  (0.6)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

MCL-1 0.5 (0.7)  (3.8)  0.47 (0.7)  (2.0)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

 

NFκB Yolağı 
Kontrol 

p53 +/+ 

P53+/ 

SIRT1+ 

P53+/ 

SIRT1- 

Kontrol 

p53 -/- 

P53-/ 

SIRT1+ 
P53- / SIRT1- 

Resveratrolün 

P53 ve SIRT1 

bağımlılığı 

ICAM-1 0.05 (0.2)  (1.2)  0.01 (0.2)  (0.9)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

IFNG 0.01 (0.2)  (1.2)  0.01 (0.2)  (0.6)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

STAT1 0.95 (1.41)  (2.8)  0.63 (0.77)  (1.4)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

TNF 0.01 (0.4)  (1.0)  0.01 (0.4)  (1.5)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

 

JAK/STAT 

Yolağı 

Kontrol 

p53 +/+ 

P53+/ 

SIRT1+ 

P53+/ 

SIRT1- 

Kontrol 

p53 -/- 

P53-/ 

SIRT1+ 
P53- / SIRT1- 

Resveratrolün 

P53 ve SIRT1 

bağımlılığı 

IRF-1 0.05 (0.4)  (1.8)  0.08 (0.5)  (1.21)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 
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SOCS3 0.03 (0.3)  (1.29)  0.04 (0.2)  (0.5)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

AKT1 0.39 (0.6)  (1.8)  0.39 (0.5)  (1.7)  

P53 bağımsız 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

FOS 0.43 (1.1)  (0.7)  1.11 (0.3)  (0.7)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımsız 

JUN 0.27 (1.6)  (1.7)  0.16 (0.6)  (1.4)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

STAT3 0.21 (1.0)  (3.6)  0.24 (0.5)  (1.8)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

IL1A 0.06 (0.3)  (1.5)  0.14 (0.16)  (1.2)  

P53 bağımlı 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 

IL8 0.03 (2.3)  (2.8)  0.16 (0.8)  (3.8)  

P53 bağımlı artış 

SIRT1 inhibisyonu 

bağımlı artış 
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5. TARTIŞMA 

 

p53; hücrenin DNA hasarında hücre döngüsünü durduran ve hücreye DNA tamiri için 

süre tanıyan bir molekül olarak tanımlanmaktadır. DNA hasarı tamir edilemez düzeyde ise 

p53 hücreyi apoptotik ölüme yönlendirerek hasarlı hücrelerin çoğalmasını engelleyen bir 

protein olarak fonksiyon görmektedir. p53’ün fonksiyonunu kaybetmesi, hasarlı DNA ve 

kanser hücresi özelliğini taşıyan hücrenin bölünmesi ile sonuçlanır. p53 mutasyonlarının 

farklı tipleri, invazif derinlik, metastatik bölge ve aynı zamanda hastaların prognozu gibi 

kolorektal kanserin biyolojik davranışının belirlenmesinde büyük bir önem taşımaktadır. p53 

mutasyonları proksimal kolon kanserlerinde lenfatik invazyonla ilişkilidir ve distal kolorektal 

kanserde hem lenfatik hem de vasküler invazyonla anlamlı korelasyon göstermektedir (33). 

Mutant p53 taşıyan kolorektal kanser hastalarının yabanıl-tip p53 taşıyanlara göre daha kötü 

prognoz ve kemoterapiye daha dirençli olduğu bildirilmiştir (34).  Kolon kanserlerinde 

prognozu belirleyen molekül olarak p53’ün yanı sıra, SIRT1’in de önemli olduğu 

vurgulanmaktadır.  Stunkel ve ark. (138) SIRT1’in incelenen diğer kanser hücre hatlarına 

göre en yüksek mRNA ekspresyon seviyesini HCT116 ve SW620 kolon kanser hücre 

hatlarında belirlemişlerdir. 

Kabra ve ark.’nın (54) yapmış olduğu çalışmada, SIRT1’in HCT116 hücrelerinde 

overeksprese olduğu durumda tümör oluşumunu inhibe ettiği, siRNA ile susturumunda ise 

tümör oluşum potansiyelini arttırıcı etkisinin bulunduğu belirlenmiştir. Aynı zamanda SIRT1 

inhibisyonu ile hücrelerin kemoterapi ilaçları tarafından apoptoza duyarlı hale getirildiği 

belirtilmektedir. Kolon mukozasında yapılan çalışmalar; normal mukozada ve benign 

adenomalarda immünohistokimyasal boyama ile yüksek SIRT1 seviyelerinin bulunduğunu, 

SIRT1 overekspresyonun evre I/II/III kolorektal adenokarsinomaların yaklaşık %25’inde ve 

ileri evre IV tümörlerinde de nadir olarak bulunduğunu, karsinomaların %30’unda da 

normalden düşük SIRT1 ekspresyonu olduğunu göstermiştir (54). Bu araştırmada SIRT1’in 

farklı etkileri olabileceği vurgulanmaktadır. Bu sonuçlar ışığında kolon kanserinin önlenmesi 

ve tedavisinde SIRT1 aktivatörleri ve inhibitörlerinin kullanımının önemi ortaya konmuş 

ancak SIRT1’in fonksiyonu açısından belirsizlik bulunduğu da gündeme gelmiştir (139,140). 

SIRT1 fonksiyonunu belirlemek amacıyla, SIRT1’in HCT116p53(+/+) hücrelerinde siRNA ile 

susturulması sonucunda apoptotik hücre ölümünde artış saptanmış ve SIRT1’in p53, Bax ve 

kaspaz-2 ile birlikte Bcl-2 bağımsız olarak apoptotik yolağı düzenlediği bildirilmiştir (141). 
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SIRT1’in rolünü açıklayabilecek bir diğer yol olarak SIRT1’e spesifik inhibitörlerin 

kullanılması önerilmektedir. SIRT1 inhibitörlerinden sirtinol, MCF-7 meme kanseri ve H1299 

akciğer kanseri hücre hatlarında senesens’e benzer şekilde büyümeyi durdurduğu saptanmıştır 

(142). SIRT1’in aşırı ifade edildiği PC3 prostat kanser hücre hattında sirtinol kullanımıyla, 

hücre büyümesi inhibe edilmiş ve Kamptotesin ve Cisplatin anti-kanser ilaçlarına olan 

duyarlılık artmıştır (143). Kolon kanserinde p53 ve SIRT1’in önemini vurgulayan bu 

araştırmalar ışığında araştırmamızda HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) kolon karsinoma hücre 

hatlarının SIRT1 aktif ve aktivite inhibisyonu yapılmış formlarının etkisini incelemek 

amacıyla sirtinol inhibitörünün kullanılmasına karar verilmiştir.  

Anti-kanser potansiyeli olan polifenoller arasında en çok çalışılan ve kanserden 

koruyucu özelliği bulunan polifenollerin en bilinen örneklerinden biri resveratroldür (72). 

Yapılan son araştırmalar, diyetsel polifenollerin kemopreventif potansiyelinin kanser 

hücrelerinde epigenetik değişiklikleri düzenleme özellikleriyle ilişkili olabileceğini 

önermektedir (40). Ancak flavonoidlerin kanser hücrelerinde çeşitli epigenetik 

modifikasyonlara etkisi ve bu mekanizmaları nasıl düzenlediği, halen başlangıç aşamasında 

olan bir konudur. Çeşitli kanser hücrelerinde resveratrolün olumlu etkileri ilk olarak Jang ve 

ark. (65) tarafından 1997 yılından beri yapılan araştırmalar ile ortaya konmaktadır. 

Resveratrolün anti-kanserojen etki gösterdiği, çeşitli kanser hücrelerinin proliferasyonunu 

inhibe ettiği, güçlü antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri uyardığı ve apoptozu indükleyici 

etkilerinin olduğu bilinmektedir. Birçok raporda resveratrolün kolon kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu baskıladığı belirtilmiştir (82, 89, 90). Mikrosatellit instabilitesi bulunan 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücre hatlarında resveratrol ve 5-FU ile yapılan çalışmada 

(91), apoptozun p53’ten bağımsız olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. Resveratrolün kolon 

kanser hücrelerinde hücre ölümüne yol açan dozu ile ilgili veriler de literatürde değişkenlik 

göstermesine karşın, genellikle 10-200 µM arasındaki konsantrasyonlar ile karşılaşılmaktadır. 

HT-29 kolorektal karsinoma hücrelerinde resveratrolün anti-proliferatif etki gösterdiği doz 

78.9 ± 5.4 µM olarak bulunmuştur (144). 

Yapmış olduğumuz araştırmada; resveratrolün HCT116 kolon karsinoma hücrelerine 60 

μM IC50 dozunda, 24 saat uygulanması sonucunda meydana gelen apoptotik ölümün 

HCT116p53(+/+) hücrelerde HCT116p53(-/-) hücrelere göre anlamlı olarak daha yüksek düzeyde 

olduğu saptanmış, 48 saatte ise iki hücre hattı arasında anlamlı bir değişim saptanmamıştır. 

Bu da bize resveratrolün apoptotik etkisinde p53’ün rolünün bulunduğunu gösterebilmektedir. 



109 

 

Resveratrolün kolon kanser hücrelerinde apoptotik etkisinin de kolon kanser hücre tipi, süre 

ve doza bağlı olarak değişebileceği belirtilmektedir. Bununla birlikte HCT116 hücrelerinde, 

24 saat 10-150 µM aralığında resveratrol uygulaması ile 50 µM dozunda gerçekleştirilen akış 

sitometrik analiz ile apoptotik hücre ölüm yüzde oranları %29.3 olarak bulunmuştur (64). 

Çalışmamızda seçmiş olduğumuz 60 µM resveratrol dozunun 24 saatte HCT116p53(+/+) 

hücrelerinde %34.9 oranında apoptotik hücre ölümü oluşturması; resveratrolün apoptotik 

etkisinin aynı tip hücrelerde benzer olduğunu ancak farklı hücre tiplerine göre değişkenlik 

gösterebildiğini desteklemektedir.  

HCT116p53(+/+) hücreleri ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde hücre canlılık analizi verilerine 

göre resveratrolü SIRT1 inhibisyonu ile birlikte değerlendirdiğimizde; canlılıktaki azalmanın 

SIRT1 inhibisyonu ile anlamlı olarak arttığı ancak bu azalmanın p53’e bağımlı olmadığı 

belirlendi. 

HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-) hücrelerinde yapılan akış sitometrik analizde, sonuçlar 

değerlendirildiğinde, HCT116p53(+/+) hücrelerinde resveratrolün apoptotik hücre ölümünü 

anlamlı olarak SIRT1 inhibisyonuna bağımlı bir şekilde arttırdığı gözlenirken, HCT116p53(-/-) 

hücrelerinde SIRT1 inhibisyonuna bağımlı anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. Böylece akış 

sitometrik analiz sonuçlarımıza göre, SIRT1 inhibisyonunun p53’e bağımlı olarak 

resveratrolün apoptotik etkisini arttırdığı ortaya konmaktadır. 

Bütün bu sonuçlar, resveratrolün hücre tipine göre değişim göstererek, her hücre tipinde 

farklı bir hücresel mekanizma aracılığı ile farklı etki gösterebileceğini ve bu etkilerin 

birbirleri ile de çapraz reaksiyon gösterme potansiyeli olabileceğini ifade etmektedir. 

Kanser hücrelerinde yüksek ekspresyon seviyelerine sahip olan SIRT1’in onkogen 

olarak mekanizmasının multi-faktöriyel olduğu öne sürülmektedir (140). SIRT1’in p53 gibi 

önemli transkripsiyon faktörlerini deasetile etmesi p53’ün potansiyel tümör baskılayıcı 

özelliği konusunda şüphe oluşturmaktadır. Çeşitli organizmalarda SIRT1’in tek kopya 

artışları ya da sirtuin aktivatörlerinin uygulanmasıyla hücresel yaşam süresinin arttırdığı 

gösterilmiştir (55). Bu durum farklı hücrelerde yararlı etkilere sahip olmakla birlikte, tümör 

ilerlemesi sürecinde, neoplastik hücrelerin seçilmesi açısından zararlı bir etkiye sahip olabilir.  
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Pek çok kanser hücresinde olduğu gibi, kolon kanser hücrelerinde de bir SIRT1 

aktivatörü olan resveratrolün SIRT1’in aktivite ve ekspresyon seviyelerini arttırdığına dair 

çalışmalar mevcuttur (55,57-59). Resveratrolün SIRT1 aktivitesi üzerine etkisini açıklamak 

üzere Caco-2 hücrelerinde 24 saat, 50-200 µmol/L resveratrol uygulaması ile yaptıkları 

çalışmada SIRT1 protein ekspresyonunun 50 µM konsantrasyondan itibaren arttığı 

gösterilmiştir (118). SIRT1’in, p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NFκB, p73, PGC-1α ve 

PPARγ gibi hücresel yaşlanma, hücre döngüsü ve apoptoz süreçlerinde yer alan proteinleri 

deasetile ettiği bildirilmiştir (47). Kanser terapisinde SIRT1’in aktivasyonu ve inhibisyonu ile 

ilişkili sinyal yolakları ve hücreler üzerinde apoptotik veya proliferatif etkisi olup olmayacağı 

konusunda bilgiler oldukça karmaşıktır (47,145). Bu bağlamda bir SIRT1 aktivatörü olduğu 

belirtilen resveratrolün p53 mutasyonu olan ve olmayan kolon kanser hücrelerindeki davranışı 

ve sinyal ileti yolakları üzerindeki etkisi henüz açıklığa kavuşmamış bir alandır. Araştırmamız 

bu alandaki boşluğa ışık tutmak amacı ile kurgulanmıştır. Bu bilgiler göz önüne alındığında 

bir SIRT1 aktivatörü olan resveratrolün p53(+/+) veya p53(-/-) hücrelerde kullanımının 

sonuçlarının oldukça farklı olabileceği tarafımızdan öngörülmüş ve hücre proliferasyon ve 

ölümünde etkin olan gen ekspresyonlarının p53 ve SIRT1 bağımlılığını ortaya koymak amacı 

ile tüm uygulama gruplarında gen ekspresyonları incelenmiştir.  

Bu amaçla TGF-β yolağında bulunan p27, ATF4, MYC ve TRAIL genlerinin deney 

gruplarında ekspresyonlarının incelenmesi sonucunda; p27 gen ekspresyonunun yapılan diğer 

çalışmalara benzer olarak resveratrol uygulanan ve Sirtinol+Resveratrol uygulanan gruplarda 

anlamlı olarak artış gösterdiği belirlenmiştir. Çalışmamızdan elde edilen bu veriler Wolter ve 

ark.’nın (91) resveratrol uygulaması ile Caco-2 kolon kanser hücrelerinde bulmuş oldukları 

p27 ekspresyon düzeyi ile uyum göstermekte ancak bu verilere SIRT1 aktivitesinin 

inhibisyonuna bağlı olarak değişebileceği bilgisini ilave ederek literatüre katkı sağlamaktadır. 

Endoplazmik Retikulum (ER) stresi aktive edici ATF4’ün apoptoz sinyal-regüle edici 

kinaz 1 (ASK1) ve kaspaz-12 tarafından apoptozu başlattığı ve ER stresinde ATF4’ün pro-

apoptotik rolü gösterilmiştir (146). Bununla birlikte insan hepatosit Chang hücre hattında 10 

μM resveratrolün SIRT1 bağımlı olarak ER stresi ile artış gösteren ATF4 protein 

ekspresyonunu baskılayarak apoptozu azalttığı gösterilmiştir (147). Çalışmamızda ise; 60 μM 

resveratrolün ATF4 gen ekspresyon artışını hem p53, hem de SIRT1 inhibisyonuna bağımlı 

olarak gerçekleştirdiği saptanmıştır. Hücre apoptozu ve senesens’i ile DNA hasar yanıtlarında 

yer alan c-Myc overekspresyonu, DNA hasar yanıtının tümör progresyonunda tümör 
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baskılanması ve tümör gelişimini içeren ikili rolü gösterilmiştir (148) Fouad ve ark. (112) ise 

100 µM resveratrolün HCT116 hücrelerinde c-myc protein ekspresyonunu 48 saatte anlamlı 

olarak azalttığı belirlenmiştir. Bizim çalışmamızda HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  hücre 

hatlarında 60 µM resveratrolün 24 saat uygulaması ile mRNA ekspresyon düzeyinde kontrole 

göre anlamlı bir fark görülmemiştir. SIRT1 inhibisyonuyla hem HCT116p53(+/+) hem 

HCT116p53(-/-) hücrelerde artan c-Myc gen ekspresyon sonuçlarımız, resveratrolün SIRT1 

bağımlı olarak c-myc ekspresyonunda rol aldığını doğrulamaktadır. Gastrik kanser 

hücrelerinde 100 µM resveratrol ile c-myc mRNA ekspresyonunun anlamlı olarak azalmasına 

karşın, bir SIRT1 inhibitörü olan Nikotinamid uygulaması ile c-myc mRNA ekspresyonunun 

anlamlı olarak arttığı gösterilerek elde edilen sonuçlar bizim çalışmamızla paralellik 

göstermektedir (149). 

Ekstrensek hücre ölüm yolağı ile hücreleri apoptotik ölüme sürükleyen TRAIL aynı 

zamanda intrensek yolağı da TRAIL-kaspaz-8-tBid-Bax kaskadı ile aktive ederek apoptotik 

hücre ölüm mekanizmasında yer almaktadır (13). Hepatoselüler karsinoma hücre hattı HepG2 

hücrelerinde yapılan çalışmada 50 µM resveratrol ile sinerjistik olarak 10 ng/mL TRAIL 

uygulaması ile resveratrolün TRAIL uyarımlı apoptozu arttırdığı belirlenmiştir (150). 

Çalışmamızda ise resveratrolün ve SIRT1 inhibisyonu etkisinin göz önüne alındığında 

resveratrolün TRAIL gen ekspresyonunu p53 bağımsız ancak SIRT1 inhibisyonu bağımlı 

olarak arttırdığı saptanmıştır. TGF-β yolağındaki tüm genler dikkate alındığında; resveratrol 

uygulaması ile P27, ATF4 ve MYC gen ekspresyonlarının p53 bağımlı olarak artış gösterdiği, 

TRAIL gen ekspresyonunun ise p53 bağımsız olduğu saptanmıştır. Bu veriler; resveratrolün 

SIRT1 aktivitesinin inhibisyonuna bağımlı olarak özellikle p27 ve TRAIL gen ekspresyonu 

azalmış olan kanser hücrelerinde olumlu etkisi olabileceğini göstermektedir. Bununla birlikte 

resveratrolün bu etkisinin HCT116p53(+/+) kolon kanser hücrelerinde daha etkin olduğu 

görülmektedir.   

WNT sinyal yolağında bulunan Siklin D1, uygun CDK molekülü ile birleştiğinde Rb 

tümör baskılayıcı proteinini fosforilleyerek E2F transkripsiyon faktörünün Rb proteininden 

ayrılıp salınmasına ve DNA sentezi için gerekli olan proteinlerin aktifleştirilmesine neden 

olmaktadır (151). FRA-1, DNA’ya bağlanan bir transkripsiyon faktörüdür ve Siklin D1 

önemli bir hücre döngüsü düzenleyicisidir. İkisi de transkripsiyonel olarak β-katenin 

tarafından düzenlenen onkogenler olarak tanımlanmaktadır. Ayrıca FRA-1 ve Siklin D1’in 

kolonik tümörlerde upregüle olduğu ve kanser progresyonunda yer aldığı belirtilmiştir (152, 
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153) FRA-1’in birçok kanserde matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi üyesinin 

ekspresyonunu da düzenlediği bilinmektedir (154). HCT116 ve RKO kolon kanser 

hücrelerinde FRA-1 knockdown edildiğinde migrasyon ve invazyonu azalttığı ve paralel 

olarak MMP-1 ve MMP-9’u azalttığı gösterilmiştir (155). PPARD geninin farklılaşmayı 

uyardığı ve hücre proliferasyonunu arttırdığı belirtilmektedir (156). PPARD’nin intestinal 

tümör büyümesinin regülasyonunda yer aldığı rapor edilmiştir (157).WISP-1 geni ise Wnt-1-

katenin sinyal ileti yolağında Wnt-1’in indüklenmesiyle salınan anahtar bir protein olarak 

karsinogenezde yer almaktadır (158). WISP-1’in anti-apoptotik Akt/PKB sinyal ileti yolağını 

aktive edebileceği, p53 uyarımlı apoptoz gibi hücresel apoptozu inhibe etmek için Bcl-XL 

ekspresyonunu arttırabileceği sitokrom C salınımını baskılayabileceği bilinmektedir (159). 

WISP-1 overekspresyonu ile apoptoz inhibe edilerek tümör oluşum süreci hızlanabilmektedir 

(160). 

Belirtilen genler WNT yolağında bulunan ve  kolon kanser hücrelerinde proliferasyon 

yönünde artış gösteren genler olarak tanımlanmaktadır. Verilerimiz değerlendirildiğinde; 

resveratrolün Siklin D1 ve FRA-1 genlerinde p53 bağımsız, PPARD ve WISP genlerinde ise 

p53 bağımlı artış gösterdiği belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, resveratrolün HCT116p53(+/+) 

kolon kanser hücrelerinde daha etkin olmak üzere SIRT1 aktivitesinin inhibisyonu ile 

özellikle Siklin D1, FRA-1 ve PPARD gen ekspresyonları başta olmak üzere artış sağladığı ve 

bu nedenle SIRT1 aktivitesi düşük olan hücrelerde tümörojenik aktiviteyi arttırabilme 

olasılığı olduğunu ifade etmektedir. Buradan yola çıkarak resveratrol kullanımında kolon 

kanser hücrelerinde özellikle Wnt yolağı genlerine etkisi belirlenerek kullanılmasının uygun 

olacağı görüşündeyiz. 

p53 sinyal yolağında bulunan genler incelendiğinde; ekspresyonu p53 tarafından 

düzenlenen apoptotik PUMA geni, anti-apoptotik Survivin geni ve MCL1 geni ve apoptotik 

FASLG gen ekspresyonunun resveratrol uygulaması ile p53 bağımsız değişim gösterdiği 

ancak SIRT1 inhibisyonu bağımlı olarak gen ekspresyonlarının arttığı saptanmıştır. Buna 

karşın proliferatif özellikte olan EGFR ve PCNA gen ekspresyonlarının ve anti-proliferatif 

özellikte olan FAS, GADD45A, RB1 gen ekspresyonlarının resveratrol uygulaması ile p53 ve 

SIRT1 inhibisyonu bağımlı artış gösterdiği saptanmıştır. HCT116p53(+/+)  hücrelerinde PUMA, 

FAS, GADD45A ekspresyon artışı ve Survivin azalışı ile resveratrol SIRT1 inhibisyonu 

sonucunda p53 varlığında daha etkin olarak proapoptotik etki gösterebilir. 



113 

 

NFκB sinyal yolağında bulunan hücre adezyon ve metastazından sorumlu ICAM-1 geni, 

hücre proliferasyonunu inhibe etmesi ve bazı durumlarda apoptozu uyarmasıyla negatif 

büyüme faktörleri olarak bilinen IFNG geni, neoplastik dokularda tümör hücre apoptozunu 

uyarmasına karşın kolon karsinoma hücrelerinde bu özelliğini kaybeden ve erken evrelerde 

tümör oluşumunu uyaran TNF geni p53 bağımsız;  JAK/STAT yolağıyla ilişkili olarak çeşitli 

hormon, büyüme faktörleri sitokinler tarafından uyarılan transkripsiyon faktörlerinden 

proliferasyon lehine etki gösteren STAT1 geninin p53 bağımlı olarak resveratrol uygulaması 

ile artış gösterdiği ve SIRT1 inhibisyonu bağımlı olarak tüm genlerin artış gösterdiği 

saptanmıştır (161-166). Bu veriler resveratrolün p53 bağımsız olarak NFκB yolağını etkilediği 

ancak hücrelerin SIRT1 aktivite düzeyine bağımlı olarak gen ekspresyonunu 

değiştirebileceğini göstermektedir. 

 

Resveratrol uygulaması ile kolon kanser hücrelerinde, JAK/STAT sinyal yolağında 

bulunan IRF-1, SOCS3, AKT-1 genlerinin p53 bağımsız ancak FOS, JUN, STAT3, IL1A, IL8 

ise p53 bağımlı olarak artış gösterdiği bununla birlikte FOS geni dışında tüm genlerin SIRT1 

inhibisyonu bağımlı olarak arttığı saptandı. IRF-1, hücre döngüsü regülasyonu, apoptoz, DNA 

tamiri ve kromatin yeniden düzenlemesinin regülasyonunu uyararak tümör baskılamasını 

tetikleyebilen bir hedef gen setini aktive etmektedir (167). Resveratrol ve SIRT1 inhibisyonu 

ile IRF-1 gen ekspresyonundaki artış apoptotik süreçle ilişkili bulunduğundan hücrelerde 

apoptozun artışı söz konusu olabilmekte ve bu etkinin çalışmamızda yer alan kolon kanser 

hücrelerinde p53 bağımsız bir mekanizmayla gerçekleştiği öngörülmektedir. STAT yolağının 

Bim, Bax, Bak pro-apoptotik proteinlerle etkileşerek ve onların aktivitelerini baskılayarak 

apoptozu baskılayabildiği bilinmektedir. Bir STAT3 inhibitörü olan SOCS3 proteininin gen 

ekspresyonunun artışı kolorektal kanser hücreleri için proliferatif olan STAT3’ün 

baskılanacağı öngörüsünü oluştursa da çeşitli çalışmalarda belirtildiği gibi SOCS3’ün her 

kanser türüne göre proliferatif veya apoptotik davranışlarda bulunabileceği ve davranış 

yönüne uygun olan protein ekspresyonları ile korele olabileceği belirtilmektedir (168). Gen 

ekspresyonu düzeyinde inceleme yaptığımız araştırmamızda, MCL-1, STAT-1, Siklin D1, 

Myc gibi JAK/STAT yolağında bulunan proteinlere ait gen ekspresyonlarının artışı SIRT1 

inhibisyonu ile Resveratrol uygulamasının kolorektal karsinomada proliferatif etkisi 

olabileceği şüphesini doğurmaktadır. STAT1 ve STAT3’ün tümör oluşum sürecinde farklı 
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etki gösterebilmektedirler. STAT1’in çoğunlukla apoptotik etki gösterdiği, STAT3’ün ise 

hücre içi birçok etkileşimde bulunarak proliferasyonu uyardığı bilinmektedir (169-171). 

 STAT3 aktivasyonunun inhibisyonu hücreyi apoptoza götürebilmektedir. Corvinus ve 

ark.’nın (172) yaptığı çalışmada STAT3’ün proliferasyonu arttırıcı yönde etki gösterdiği aynı 

zamanda STAT3’ün aktivitesinin baskılanmasıyla kolon karsinoma ksenograft tümörlerde 

tümör büyümesini azalttığı gösterilmiştir. Kolon kanserinde en fazla upregüle olan IL-8’in, 

tümör büyümesi, invazyon ve metastaza katkı sağladığı, hücre proliferasyonu ve 

migrasyonunu uyardığı bilinmektedir. Çalışmamızda; resveratrolün IL-8 gen ekspresyonunu 

arttırdığı ve bu etkinin SIRT1 inhibisyonuyla p53’e bağımlı olarak daha da arttırdığı böylece 

hücre proliferasyonu yönünde etki gösterebileceği belirlenen IL-8 gen ekspresyon değişimi ile 

gösterilmiştir. Çalışmamızın verileri, resveratrolün SIRT1 inhibisyonu sonrası proliferasyon 

yönünde etki gösterebileceğini ifade etmektedir. 

Sonuç olarak; yapmış olduğumuz bu araştırma ile HCT116p53(+/+) ve HCT116p53(-/-)  

kolon kanser hücrelerinde, 60 µM resveratrol uygulamasının hücrelerin p53 mutasyonu ve 

SIRT1 aktivite düzeylerine göre hem apoptotik etki hem de gen ekspresyonu düzeyinde farklı 

değişimlere neden olduğu ilk kez detaylı olarak incelenmiştir.  

Çalışmamızda, resveratrolün kolon kanser hücrelerinde p53 mutasyonu taşıyıp 

taşımadığı, SIRT1 aktivite düzeylerinin düşük veya yüksek olma durumuna göre birçok gen 

ekspresyonunu değiştirebildiği özellikle de kanserleşmede önemi vurgulanan TGFβ, WNT, 

p53, NF-κB ve JAK/STAT yolaklarında yer alan genlerin ekspresyonlarını değiştirebildiği 

gösterilmiş oldu. Bu genlerde meydana gelen değişimlerin kanserin prognozunda önemli 

etkiler yaratabileceği öngörülmektedir. 

Tüm verilerin değerlendirilmesi ile varılan sonuç; kolon kanser hücrelerinde 

resveratrolün p53 ve SIRT1 aktivitesine göre proliferatif ve/veya apoptotik etki 

gösterebileceğidir. Bu bağlamda günümüzde oldukça popüler olan ve kanser hastalarının 

bilinçsiz kullanımında olan polifenollerin anti-kanser etkisi olabileceği gibi kanser hücresinin 

değişken gen ekspresyonu bağlı olarak proliferatif etki gösterebileceği ve prognozu 

kötüleştirebilme potansiyeli olacağı öngörüsündeyiz.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamız çerçevesinde HCT116 kolon kanser hücrelerinde Resveratrol-p53-SIRT1-

sinyal ileti yolakları gen ekspresyonları ilk kez in-vitro koşullarda araştırılmıştır. 

Çalışmamızda apoptotik incelemelerle de resveratrolün SIRT1 aktivitesi ve p53 bağımlı 

etkileri belirlenmiştir. Bununla birlikte; sirtinol ile sağlanan SIRT1 aktivite inhibisyonunun, 

siRNA yöntemi ile susturum sonrası değişimler ile karşılaştırılamaması, gen ekspresyon 

analizlerinin protein ekspresyon analizleri yapılarak doğrulanamaması ve elde edilen in-vitro 

sonuçların deney hayvanlarında gerçekleştirilecek in-vivo veriler ile karşılaştırılamaması, 

araştırmamızın kısıtlılıklarını ve gelecek çalışmalarımızın temelini oluşturmaktadır. 
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