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RESVERATROL VE SIRTUINT’IN
P53+*) VE P53 KOLON KANSER HUCRELERIi UZERINDEKI ETKIiLERININ
INCELENMESI

Giines Ozen, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Molekiiler T1p Anabilim Dali, 35340, Inciralt1, izmir

OZET
Giris: Kanser birden fazla kompleks molekiiler degisikliklerden olusan heterojen bir
hastaliktir. Resveratrol, 70’ten fazla bitki tiiri tarafindan sentezlenen dogal bir polifenoldiir.
Giiniimiizde resveratroliin anti-kanserojen etki gosterdigi ve gesitli kanser hiicreleri tizerinde
anti-proliferatif ve apoptozu indiikleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir. Resveratrol ile ilgili
yapilan son arastrmalar incelendiginde; resveratroliin bir histon deasetilaz enzimi olan
sirtuinl (SIRT1) aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. SIRT1’in tiimor baskilayict molekiil olan
p53’i deasetile ettigi de bilinmektedir. p53 mutasyonu kanser olgularmin %350’sinden
fazlasinda goriilmektedir; ancak terdpatik ajanlarin veya polifenollerin kanser hiicrelerindeki
etkileri ¢ok farkli olabilmektedir. Bunun yani sira, kolon kanser hiicrelerinde artmis SIRT1
ekspresyonu oldugu da bildirilmektedir. Resveratroliin SIRT1 ekspresyonu ve sinyal ileti
yolaklar1 tlizerindeki etkileri diisiiniildiiglinde, kolon kanser hiicrelerinin p5S3 mutasyonu
tastylp tasimadigi onem kazanmaktadir. Yapilan literatiir ¢alismasinda resveratroliin p53
varlig1 ve yoklugunda kolon kanser hiicrelerindeki sinyal ileti yolaklarma etkileri ve SIRTI

iligkisine yonelik yeterli bilgi bulunamamuistir.

Amag: Bu ¢alismada amacimiz, p53(+/+) ve p53(-/-) kolon kanser hiicrelerinde resveratroliin
SIRT1 aktivasyonu ve inhibisyonu sartlarinda hiicre canliligi, apoptotik hiicre 6liimii ve gesitli

sinyal ileti yolaklar1 izerindeki etkilerinin incelenmesidir.

Materyal ve Yontem: HCT116P3*™") ve HCT116P*) kolon kanser hiicrelerinde
resveratroliin ve SIRT1 inhibitdrii olan sirtinoliin hiicre canliligma etkisi ve 1Cso dozlari
WST-1 analizi ile degerlendirildi. ICso dozlarinda resveratrol ve sirtinol ile 24 ve 48 saat
inkiibasyon siiresinde gergeklesen hiicre olim tipi (apoptotik/nekrotik) akis sitometrik
Annexin-V/PI yontemi ile incelendi. SIRT1 enzim aktivitesi fluorometrik aktivite Kiti

kullanilarak degerlendirildi. Hiicre hatlarinda SIRT1 ve p53 protein ekspresyon diizeyleri



Western Blot yontemi ile belirlendi. TGFB, WNT, p53, NFkB ve JAK/STAT yolaklarinda
bulunan 29 adet gen ekspresyon degisimi Gergek Zamanli PZR Yontemi ile tim deney
gruplarinda incelendi. Elde edilen veriler Student’s t testi ile istatistiksel analizi yapilarak
p<0.05 anlamlilik diizeyinde resveratroliin sinyal ileti yolaklarindaki gen ekspresyonlari
tizerindeki etkileri, SIRT1 aktivitesi ve p53 bagimlilig1 degerlendirildi.

Bulgular: HCT116P3®*") ve HCT1163(") kolon kanser hiicrelerinde resveratroliin ICso
degeri 48 saat i¢in 60 uM olarak belirlendi. HCT1163(/* hiicrelerinde belirlenen, 1Cso
dozundaki resveratroliin apoptotik hiicre 6lim yiizdesi akis sitometrik analizde 24 saatte
%34.9; 48 saatte %45.7 ve HCT116P3(/) hiicrelerinde apoptotik hiicre yiizdesi 24 saatte
%27.4 oraninda, 48 saatte %40 oraninda saptandi. SIRTI1 aktivite analizine gore,
HCT116P53* hiicrelerinde sirtinol uygulamas ile SIRT1 inhibisyon dozu ve siiresi sirastyla
80 uM ve 24 saat olarak belirlendi. HCT116P**" hiicrelerinde yapilan hiicre canlilik
analizinde, 24 saat 60 uM resveratrol uygulamasi ile %40.4 oraninda, sirtinol ve resveratroliin
ardisik 24’er saat uygulanmasi ile hiicre canliliginda %57.3 oraninda azalma belirlendi. Ayni
sekilde, HCT116P*(/) hiicrelerinde 24 saat resveratrol uygulamasi ile %43.6 oraninda, ardisik
uygulama ile canlilikta %59.6 oraninda azalma belirlendi. HCT116P3(/) hiicrelerinde
resveratrol uygulamasi ile %27.6, 24’er saat sirtinol ve resveratroliin ardisik uygulanmasi ile
%33.4 oraninda apoptotik hiicre yiizdesi belirlendi. Ayn1 sekilde HCT116P*(") hiicrelerinde,
resveratrol uygulamasi ile %17.9, ardisik uygulama ile %18.2 oraninda apoptotik hiicre

yiizdesi saptandi.

Sirtinol ve resveratroliin ardisik olarak uygulandigi HCT116%3¢") hiicrelerinde SIRT1 protein
ekspresyon diizeyinin kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlamli olarak azaldigi belirlendi.
HCT116P3(") hiicrelerinde ise anlamli bir fark saptanmadi. Deney gruplarinda yapilan gen
ekspresyon analizleri sonucunda resveratroliin, kolon kanser hiicrelerinin p53 mutasyonu ve
SIRT1 aktivite diizeyine bagl olarak proliferatif ve apoptotik etki gdsterebilen bircok gen

iizerinde istatistiksel olarak anlamli degisim olusturdugu saptandu.

Sonug: Yapilan bu arastirma ile resveratroliin (60 pM) HCT116P%3¢) ve HCT116P5") kolon
kanser hiicrelerinde hiicre canliligmi etkiledigi ve apoptotik hiicre Oliimiine yol agtigi
saptanmistir. Bununla birlikte arastirmamizin verileri hiicrelerin p53 mutasyonu ve SIRT1
aktivite diizeylerine gore degerlendirildiginde; resveratrol (60 uM) uygulamasinin hem

apoptotik etki hem de gen ekspresyonu diizeyinde farkli degisimlere neden oldugu ilk kez



belirlenmis oldu. Kolon kanser hiicrelerinde resveratroliin p53 ve SIRT1 aktivitesine gore
proliferatif ve/veya apoptotik etki gosterebilecegini ongdrmekteyiz. Sonug¢ olarak kolon
kanser hastalarinda bilingsiz resveratrol kullanimimnin farkli etkiler yaratabilecegini

ongormekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Kolon kanseri, Resveratrol, SIRT1, p53, Apoptoz, Sinyal ileti yolaklar1



THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF RESVERATROL AND SIRTUIN1
ON p53(+/+) AND p53(-/-) COLON CARCINOMA CELLS

Giines OZEN, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences,

Department of Molecular Medicine, 35340, Inciralti, [zmir

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 SIRTL1, 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: ICso doses of resveratrol and sirtinol, which is a SIRT1 inhibitor,

were determined by analysis of WST-1 in HCT116P>3¢** and HCT116"53(") colon carcinoma
cells. The cell death type (apoptotic/necrotic) of resveratrol and sirtinol applications in 1Cso
dosages was determined by flow cytometric Annexin/PlI 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-B, WNT, p53, NF-kB 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: ICso level of resveratrol was found as 60 pM for 48 hour in HCT116P3* and
HCT116P%3(") 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 Pt and HCT116P3(") cell lines
respectively. The inhibition dosage and timing of sirtinol application were determined by
SIRT1 enzyme activity assay and found as 80 uM and 24 hour respectively. Decreases of cell
viability for HCT116P%3*"*) 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 HCT116P%") 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 HCT116P%¢*) 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
HCT116P3) 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 (60uM) causes decrease in cell
viability and increase in apoptotic cell death in HCT116P3**) and HCT116P>") 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



1. GIiRiS VE AMAC

Kolon kanseri, Bati iilkelerinde tiim kanserler arasinda ti¢iincii sirada mortaliteye sahip
kanser tiiriidiir. Kolon kanserinin tedavisi bu anlamda biliylik 6nem tagimaktadir. Kanser
sagaltiminda 6zellikle dogal tiriinlerin kullanim1 olduke¢a yaygindir. Resveratrol (trans-3,5,4’-
trihidroksistilben) 70°ten fazla bitki tiiri tarafindan sentezlenen dogal bir polifenoldiir.
Giliniimiizde resveratroliin anti-kanserojen etki gosterdigi ve gesitli kanser hiicreleri iizerinde
anti-proliferatif ve apoptozu indiikleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir. Resveratrol ile
yapilan son calismalar incelendiginde; resveratroliin sirtuinler olarak adlandirilan histon
deasetilaz enzimlerinden SIRT1(Sirtuinl)’i aktive ettigi gosterilmistir. SIRT1; histon H1, H3
ve H4’lin yaninda p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NF-xB, p73 ve PGC-1a gibi bir¢ok
histon olmayan proteinleri de deasetile etmektedir.

Kanser vakalarmin %50’sinden fazlasinda p53 mutasyonu oldugu i¢in kanser hiicresinin
tedavi ajanlarma veya flavonoidlere yanit1 ¢ok farkli olabilmektedir. Resveratroliin SIRT1
izerindeki ekspresyon arttirict etkileri disiiniildiigiinde, p53 varlig1 ve yoklugundaki sinyal

ileti yolaklarina resveratroliin etkisi onem kazanmaktadir.

Bugiine kadar yapmis oldugumuz literatiir taramalarina gore resveratroliin SIRT1
aktivitesi tizerindeki etkisi goz Oniine alinarak, resveratroliin p53(+/+) ve p53(-/-) kolon

kanser hiicreleri tizerindeki etkilerini inceleyen bir aragtirma bulunmadigi belirlenmistir.

Bu bilgi agigina katkida bulunmak amaciyla bu ¢alismada amacimiz; p53(+/+) ve
p53(-/-) kolon kanser hiicrelerinde resveratroliin SIRT1’in aktif ve kismen inhibe oldugu
kosullarda hiicrelerdeki hiicre canliligi, apoptotik hiicre 6liimii ve gesitli sinyal ileti yolaklar1

uzerindeki etkilerini incelemektir.

Bu ama¢ dogrultusunda calismamizin hipotezi: Resveratrol kolon kanser hiicrelerinde

p53 ve SIRT1 aktivitesine bagimli etki gosterir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hiicre Dongiisii ve Kanser Olusumu ile Tliskisi
2.1.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisti bir hiicrenin boliinmesi sirasinda meydana gelen hiicresel olaylardan
olusan bir siiregtir. Bu siirecte S evresinde kromozomal DNA kopyalanarak iki katina ¢ikar ve
M evresinde mitozun gergeklesmesi ile kromozomlari, hiicresel organelleri ve sitoplazmalari
ayn1 soydan gelen iki yavru hiicre olusur. Bosluk (Gap) evreleri olan G1 ve G2; S ve M
evrelerini birbirinden ayirmaktadir. Basit bir hiicre dongilisii modelinde hiicre boliinmesi,
Mitoz (M) ve G1, S, G2 evrelerinin birlesiminden olusan bir interfaz (I) siirecinden
olugsmaktadir (1). Kiiltiirde ¢ogaltilan tipik bir insan hiicresinde 24 saatlik bir dongiliniin 23
saatini interfaz, 1 saatini de M evresi olusturmaktadir. Mitoz evresinde, mikroskopta
gbzlemlenen basamaklar, DNA’nin kromozomlarda yogunlasmasi, sentrozomlarin ayrilmasi
ve sentrozomlardan mitotik igler olusmasi, niikleer membran biitiinliigiiniin bozulmasi, ig
mikrotiibiillerinin kromozomlara baglanmasi, kromozomlarin hiicrenin ekvator ekseni
boyunca dizilmesi, kardes kromatidlerin ayrilmasi ve iki sentrozom etrafinda gruplanarak iki
kromozom takimini olusturmasi, her bir kromozom takimi etrafinda niikleer membran
olugmasi, kromozomlarin yogunluklarini kaybetmeleri ve plazma membraninin iki yavru

hiicreye ayrilmasidir (sitokinez) (2).

Evreler arasinda en yogun olan siire¢ M evresi olmasina karsin, hiicre bir sonraki evreye
gecmeden once her evrede gergeklesen biyokimyasal siirecini tamamlamak zorundadir. Gy
evresi ile denge halinde olan ek evre Gg evresidir ve bu evrede hiicre ya duragan durumda ya
da yaslanma halindedir. Hiicre dongiisiine katilmayan duragan hiicre (quiescent cell)
hiicrenin dis ¢evresinde olusan biiyiime faktorii konsantrasyon artisi gibi bir mitotik uyari ile
hiicre dongiisiine tekrar katilabilir. Buna karsin yaslanma halinde olan bir hiicre (senescent
cell) mitotik biiyiime faktorleri var olsa bile tekrar hiicre dongiisiine giremez. Go evresinde
siklin-bagimli kinazlar1 da igeren hiicre dongiisii i¢in 6nemli olan proteinler yoktur. Her evre
duraksamay1 ve ilerlemeyi saglayan biyokimyasal kontrol noktalari ile siki bir kontrol
altindadir. Hiicre dis1 kosullar uygun oldugunda biiyiime ve bdliinme i¢in sinyaller yeterli
oldugunda ise hiicre dongiisii, memeli hiicrelerinde restriksiyon noktasi olarak bilinen ve G1
fazmin sonunda bulunan kontrol noktas1 araciligiyla erken G1 ya da Go’a ilerler. Bu noktay:
gectikten sonra, hiicre disi sinyaller hiicre biliylimesi ve bdliinmesinin ortadan kaldirilmasini

gerektirse bile hiicreler DNA replikasyonunu gergeklestirir (3) (Sekil 1).
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Sekil 1. Hiicre dongiisii ve fazlar1 (Kaynak 4’ten uyarlanmastir)

2.1.2. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi

Hiicre dongiisiiniin kontrolii, dongiisel olarak aktive edilen protein kinazlara baglhdir.
Hiicre dongiisii kontrol sisteminin kalbi, siklin bagimli kinazlar (Cycline dependent kinase,
CDK) olarak bilinen bir protein kinaz ailesidir. Dongii boyunca bu kinazlarin aktiviteleri
artarak ya da azalarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesi saglanmaktadir (5). CDK’lerin
aktiviteleri, diger protein kinazlar, fosfatazlar, siklin proteinleri ile birlesmesi ve CDK
inhibitér proteinlerinin varligir veya yoklugu ile siki bir sekilde kontrol edilmektedir. CDK
diizenleyicilerinin en Onemlileri siklin adi1 verilen proteinlerdir. CDK’ler aktiviteleri igin
siklinlere baghdirlar ve bir sikline sikica baglanmazlarsa protein kinaz aktivitesine sahip
olamazlar. Siklin diizeylerindeki dongiisel degisimler, siklin-CDK komplekslerinin
aktivasyonunu ve bu aktivasyon sirasiyla hiicre dongiisii evrelerini tetikler. Hiicre dongiisiiniin
her bir evresi i¢in tanimlanmig CDK’lere baglanan ve Okaryotik hiicrelerde fonksiyon
gosteren 3 smuf siklin bulunmaktadir: 1. G1/S siklinleri; G1’in sonunda CDK’lere baglanirlar
ve hiicreyt DNA replikasyonuna sevk ederler, 2. S-siklinleri; S evresi boyunca CDK’lere
baglidir ve DNA replikasyonunun baglamasi i¢in gereklidirler; 3. M- siklinleri mitoz
olaylarm tetiklerler. Erken G1 evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya baglanir.
Ge¢ G1 evresinde sentezlenen siklin E ise CDK2’ye baglanir. Bu ii¢ kompleks, diger
aracilarla birlikte hiicrenin S evresine girmesine ve S evresinde ilerlemesini saglarlar. Siklin
A, CDK2 ve CDKI‘e baglanir ve bu kompleksler, hiicrenin S fazin terk edip G2 evresine

girmesini saglar ve Siklin B’nin olusumunu indiiklerler. Siklin B, CDK1’e baglanir ve bu
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kompleks hiicrenin G2 evresini terk edip M evresine girmesine izin verir. Siklinler, islevlerini
gergeklestirdikten sonra, yikimlandiklar1 ubikitin-proteazom yoluna girerler. CDK aktivitesi
hem inhibe edici fosforilasyon ve inhibe edici proteinler tarafindan baskilanabilir. Hiicre

dongiisii kontrol sistemi, dongiisel proteolize ve transkripsiyonel regiilasyona baghdir (Sekil
2) (3,5, 6).

Mitoza giris

DNA sentezinin
durdurulmasi ve tekrar
replikasyonunun énlenmesi

Restriksiyon noktasi araciligiyla hiicre
dongusunin ilerlemesini saglayan E2F
transkripsiyon faktorlerinin saliniminda
rol alan proteinlerin fosforilasyonu

S evresi genlerinin transkripsiyonu ile
sentrozom ve replikasyon bolgelerindeki
anahtar proteinlerin fosforilasyonlarinin
saglanmasi

Nature Reviews | Cancer

Sekil 2. Hiicre dongiisiinin CDK-siklin kompleksleri ile regiilasyonu (Kaynak 7°den

uyarlanmistir)

2.1.3 Hiicre Déngiisiinde Retinoblastoma ve p53’iin Rolii

Hiicre dongiisinde G1/S CDK’lerin kritik substrat;; ismini eksikliginde olusan
retinoblastoma kanserlerinden alan Rb proteinidir. Rb proteini G1 ve GO evrelerinde fosforile
halde degildir ve bu yapida olan Rb proteini E2F transkripsiyon faktoriine baglanarak
transkripsiyon faktoriiniin serbest kalmasini 6nlemektedir. G1 ve G1/S-CDK’ler tarafindan
Rb’nin fosforile olmasi konformasyonunu degistirir ve E2F serbestlesir. Serbestlesen E2F; S
evresi igin gerekli olan DNA polimeraz, dihidrofolat rediiktaz, timidin kinaz ve G1/S evresi
siklin proteinleri gibi gen {iriinlerinin transkripsiyonunu arttirmak i¢in hedef gendeki regiilator

elemente baglanir. G1/S siklin proteinleri G1/S CDK’lerin aktivitesini arttirir. G1/S CDK’ler
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tarafindan ve E2F transkripsiyon faktoriiniin serbestlesmesi ile fosforile Rb’nin olugsmasi G1
evresinden S evresine girigin anahtar gereksinimidir. Rb’nin aktif formu olan fosforile
olmamis Rb, E2F’i tutsak ederek inhibe olmasini saglar. Rb’nin fosforile olmasi ile E2F’i
tutsak etme 0zelligi kalmadigi i¢in fosforile formu Rb’nin inaktif formudur. G1/S-CDK ve S-
CDK aktivitelerindeki artis, onlarin inaktivasyonuna ya da yikimma neden olan p27
fosforilasyonunu arttirir. Tiim bu etkilesimlerin sonuglar1 hizlidir ve S-CDK komplekslerinin
tam olarak aktivasyonlar1 S-evresinin baglamasi i¢in gereklidir (7, 8, 9).

Belirli kimyasallar ya da radyasyona maruziyet sonrasi kromozomlar hasar gordiigiinde,
hiicre dongiisii kontrol sistemi kolaylikla DNA hasarmi belirleyerek DNA hasar kontrol
noktasinda dongiiyli durdurur. Cogu hiicre, biri S evresine gegisi engelleyen ge¢ G1°de, biri
mitoza girmeyi engelleyen ge¢ G2’de olmak iizere en az iki kontrol noktasina sahiptir.
Hiicreler G2’de radyasyon hasarma maruz kalirsa, 6rnegin, hasarlanmigs DNA, fosfataz
Cdc25’1 fosforile ve inaktive eden protein kinaz dizisine bir sinyal gonderir. Bu M-CDK
aktivasyonu ve defosforilasyonunu engeller ve boylece mitoza girisi inhibe eder. DNA hasar1
tamir edildiginde, inhibe edici sinyaller sonlandirilir ve hiicre dongiisii progresyonu kaldigi
yerden devam eder. G1 kontrol noktas1 G1/S-CDK ve S-CDK komplekslerinin aktivasyonunu
inhibe ederek S evresine ilerleyisi engeller (8).

DNA hasari hiicrede ¢esitli genlerin transkripsiyonunu uyaran gen diizenleyici protein
p53’iin aktivasyonuna neden olur. Bu genlerden biri, G1/S-CDK ve S-CDK’ye baglanarak
onlarm aktivitelerini inhibe eden ve boylece S evresine girisi engellemede yardimci olan p21
olarak isimlendirilen bir CKI proteinini kodlar. p53; p21 gen ifadesini tanimlayacak olan wafl
geninin transkripsiyonunu arttirarak hiicre dongiisiinii durdurur. p21 bir CDK inhibitoriidiir
(CKI) ve Rb’nin fosforilasyonunu baskilamak iizere G1/S evresindeki CDK’lere baglanir.
DNA hasar1 dolayl bir mekanizma ile p53’i aktive eder. p21 diizeyindeki artis; G1 ve Gi1/S-
CDK’leri ve Rb’nin fosforilasyonunu inhibe eder. Fosforile halde olmayan Rb, E2F ile baglh
kalir ve hiicre dongiisiinlin S evresine girigini engeller (Sekil 3). DNA hasarinin olusmasi ile
bu mekanizma (DNA-kinaz: p53-p21-G:-CDK) hiicresel DNA’nin replikasyonu ile S evresine
ge¢mesinden dnce DNA tamiri i¢in hiicreye zaman tanir. Apoptozun baglamasi i¢in gereken

p53 diizeyi p21 sentezi i¢in gereken p53 diizeyinden daha yiiksektir (8,10).

10



A
' N
' Apoptoz Q\
& e
= -
/ \\ > e 7,//
P 9
_aa - e
= = i wafl ~
I, e J — p21 (CKI)
L
/
r/ —
\ Rb-P l “Rb ™
\ [ )f';’v \\\‘l
. (E2F)
— — &5
P Y _ G1/s-CDK
( E2F ) —
= (G1/s- siklinler)

Sekil 3. p53 ve Rb tarafindan Gi/S evresi gegisinin diizenlenmesi (Kaynak 8’den

uyarlanmistir)

Normal kosullar altinda p53 diizeyi, p53’iin ubikitinasyonu ve proteozomlar tarafindan
yikilimimi saglayan bir ubikitin ligaz olarak rol oynayan Mdm?2 tarafindan diisiik tutulur.
Kinaz ve Histon Asetil Transferaz (HAT) enzimleri ile uygun rezidiilerin fosforilasyonu ve
asetilasyonu p53’iin yikilimini 6nler ve transkripsiyonel aktivitesini arttirir. E2F ve Myc gibi
baz1 protoonkogen transkripsiyon faktor proteinleri burada tiimor baskilayici proteinler olarak
hareket ederler. Uygun kosullar altinda E2F ve Myc hiicre boliinmesinde gerekli olan genlerin
ekspresyonunu uyarir fakat uygun olmayan kosullar Arf protein ekspresyonunu arttirir. Arf,
p53 ile etkilesimini 6nlemek ve dolayisiyla p53 diizeyini arttirmak igin Mdm2’ye baglanir.
Arfile uyarilmis mekanizma, hiicre boliinme siireci bagladiktan sonra bazi negatif sinyaller ya
da kosullar olustugunda hiicre boliinmesini durdurmak i¢in hiicresel bir kontrol mekanizmasi
olabilir. Artan p53 aktivitesi hiicre dongiisiinde duraksamaya veya apoptoza yol agar (8)
(Sekil 4).
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Sekil 4. Hiicre i¢i p53 diizeyinin ve aktivitesinin diizenlenmesi (Kaynak 8’den uyarlanmistir)

DNA hasarnin diisiik seviyesi her hiicrenin normal yagsaminda meydana gelir ve eger
hasar kontrol noktalar1 fonksiyon gostermiyorsa bu hasar hiicrenin soyunda birikmektedir.
Uzun donemde hiicre kontrol noktalarmin eksikliginde genetik hasarin birikimi kanser-
destekleyici mutasyonlarin frekansinda bir artisa neden olur. p53 geninde mutasyonlar insan
kanserlerinin tiimiiniin en az yarisinda meydana gelir. p53 fonksiyon kayb1 kanser hiicresinin

daha kolay mutasyon biriktirmesine izin verir (11).

p53, p21 ya da pl6 gibi timor baskilayict proteinler hiicre yasam dongiisiinii
duraksatma aktivitesi gOsterirken, siklinler ve CDK’ler hiicreyi boliinmeye dogru
yonlendirdiklerinden onkogen olarak adlandirilirlar. Kanser olusum mekanizmasinda ardisik
mutasyonlar sonucu hiicre dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasi gézlenmektedir. Bu mutasyonlar
genellikle DNA onarim enzimlerinde inaktiflesme, proto-onkogenlerde aktiflesme-onkogene
donlisim ve timor baskilayic1 genlerde inaktiflesme olarak goriilmektedir. Bu siiregte
programlanmis hiicre 6liimii, hasarli hiicreleri ortadan kaldirarak, bir sonraki nesle kalitim
yoluyla gececek ve kansere sebep olabilecek olasi genetik mutasyonlarin sayisini

azaltmaktadir (12).

12



2.2. Apoptotik Hiicre Oliimii

Apoptoz fizyolojik sartlardaki ¢ok hiicreli organizmalarda, hem gelisim sirasinda hem
de gelisimini tamamlamis organizmalarin homeostazinin saglanmasinda istenmeyen
hiicrelerin yok edilmesi igin evrimlesmis karmasik bir mekanizmadir. Apoptoz veya Tip |
hiicre 6liimii, olduk¢a siki kontrol mekanizmasi ile hiicre sayisini kontrol eden ve hasarli
hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan mekanizmadir. Bu nedenle tiimdr hiicrelerinin
cogalmasimin baskilanmasinda ¢ok 6nemli rol almaktadir. Apoptoz mekanizmasi potansiyel
zararh hiicrelerin yok edilmesi gorevini listlendiginden pek c¢ok hastalik ile de yakindan
iligkilidir. Asir1 apoptoz, fazla hiicre kayb1 nedeniyle iskemik ve norodejeneratif hastaliklara
sebep olurken, yetersiz apoptoz otoimmiin hastaliklara ve kansere neden olmaktadir.
Fizyolojik siiregte biliylime faktorlerinin hiicreye ulasamamasi veya hiicrenin oksidatif stres,
hipoksi, iyonize radyasyon, UV ya da ilag uygulamalar1 gibi farkli etkenlerin etkisinde
kalmasi sonucunda olusan hasarli hiicrelerin yok edilebilmesi i¢in apoptotik mekanizma
tetiklenmektedir.

Apoptoz mekanizmalarina genel olarak bakildiginda hiicre-i¢i (organeller)/hiicre-disi
(plazma membran reseptorleri) olmak {izere iki ana yol bulunmaktadir. Hiicre-dis1 tetiklenme
mekanizmasinda plazma membran yiizeyinde bulunan Fas reseptor (FasR) ve TNF reseptor
ailesinden olan 6liim reseptorleri (TNFR)1 tarafindan tetiklenebilmektedir. Bu reseptorler
sisteinden zengin ekstraselliiler bir bolgeye ve apoptotik mekanizmanin proteinlerine
baglanan sitoplazmik bir 6liim bolgesine (death domain) sahiptir. Fas ligandmin (FasL) Fas’a
veya TNFR1’e baglanmasi ile reseptor aktive olmaktadir. Fas’in aktivasyonu reseptoriin Fas-
ile iliskili 6liim reseptorii (FADD, Fas-associating protein with death domain) ile multimerize
olmasina; TNFR1’in aktivasyonu ise TNF-iligkili oliim bolgesinin aktivasyonuna (TNFR
associated death domain) yol agmakta ve sonucta FADD’ye baglanmasi ile sonu¢lanmaktadir.
Sitoplazmada inaktif olan pro-kaspaz-8 FADD’ye baglanarak aktif form olan kaspaz-8’e
doniismekte ve sitoplazmik bir pro-apoptotik protein olan Bid proteinini proteolitik olarak
keserek tBid formuna doniistiirmektedir. tBid mitokondriden sitokrom ¢ (Cyt ¢) ve apoptoz
indiikleyici faktoriin (AIF) salimmmma veya direkt olarak kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olmaktadir. Apoptotik siire¢ iginde mitokondriden Cyt ¢’nin salinimi geri doniisii olmayan
hiicre 6liim siirecinin baglamas1 anlamina gelmektedir. Bu asamadan sonra Cyt c¢’nin; Apaf-1

(apoptotik proteaz-aktive edici faktor-1) ve ATP ile birlesmesi ile kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktive
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olmaktadir. Kaspaz—3 daha sonra pek ¢ok apoptotik substrat ile reaksiyona girerek apoptozu

karakterize eden morfolojik sonuclara yol agmaktadir (13) (Sekil 5).

Ekstrensek intrensek
FasL

Fas/Apo1
/CD95

DNAhasar oksidan ser_amid Diger

FADD

Prokaspaz 8

Sitokrom ¢
\Pr:kaspaz 3 l

Hiicresel hedefler <— @ Kaspaz 3 apoptozom

v

DNA Fragmentasyonu ‘

Sekil 5. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkenlerle tetiklenen apoptoz yolaklari (13)

p53 siklikla ‘genomun koruyucusu’ olarak tanimlanmistir (14). DNA hasar1 ve diger
stres cesitlerine yanit olarak p53, hiicre biiylimesinin duraksamasi, apoptoz ve hiicre
yaslanmasin1 indiiklemektedir Bircok kanserde goriilen p53 {in mutasyonu ya da
baskilanmasi, kritik 6neme sahip fonksiyonlarin kontroliiniin kaybi ile sonuglanir, boylece

tiimor baskilayici olarak bilinen p53 tiimérogenez siirecini baglatmada rol oynar (12, 14- 16).

p53’iin aktivasyonu hem mitokondriyal (intrinsik) hem de 0liim reseptdrii ile uyarilmis
(ekstrinsik) apoptotik yolaklar1 tetikler. p53 6zellikle Bax, Noxa ve PUMA proapoptotik Bcl-
2 (B-cell lymphoma-2) ailesi proteinlerinin ekspresyonlarini uyarir, fakat mitokondri dis
membran gecirgenligine yol agan sagkalim yanlist Bel-2 ekspresyonunu azaltir. Sonrasinda
sitokrom ¢ mitokondriden salinarak Apaf-1’e baglanir ve baslatici kaspaz-9’un aktivasyonunu

uyarir, sonu¢ olarak sonlandirict kaspaz-3, 6 ve 7’nin aktivasyonu gerceklesir. Diger taraftan,
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aktive olmus p53 ayni zamanda FAS (CD95/APO-1), DR5 (TRAIL-R2) ve PIDD (p53-
induced protein with death domain) bazi DR (6lim reseptorii)lerin ekspresyonlarini arttirir.
Kaspaz-8 ile birlikte, 6liim tetikleyici sinyal kompleksi olusur ve sonradan kaspaz-3’i aktive

ederek apoptozu indiikler (13, 17, 18).

2.3. Kolon Kanseri

Kanser birden fazla kompleks molekiiler degisikliklerden olusan heterojen bir hastalik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser tiimoriin koken aldigi dokunun tipine gore bes farklh
tiire ayrilmaktadir: karsinoma, sarkoma, lenfoma ve 16semi, kok hiicre tiimorleri ve blastoma.
Karsinomalar epitelyal hiicrelerden tiirevlenen malign tiimorlerdir ve tiim kanser tiirlerinin
%385’ini kapsarlar. En yaygin goriilen karsinoma tiirleri meme, kolon, prostat ve akciger
kanseridir (19). Kalin barsak; ¢ekum, kolon, rektum ve anal kanal bdliimlerinden meydana
gelmektedir. Kolon ise ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon ad1 verilen
boliimlerden olugsmaktadir. Kolon; sigmoid kolon iizerinden rektuma, ¢ekum aracilifiyla ise
ince barsagm ileumuna baglanir. Kolon kanseri ya da kolorektal kanser; kolon, rektum ve

appendiks bolgelerinde meydana gelen kanser olusumlarinin tamamini1 kapsamaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklagik 49,700 kanser 6liimiiniin yaklasik %8’1
kolorektal kanser sebeplidir. 2015 yilinda yaymlanan verilere goére Amerika Birlesik
Devletleri’nde yilda yaklasik 132,700 yeni kalin bagirsak kanseri teshis edilmekte ve
bunlardan 93,090’nin kolon kanseri, kalanmn ise rektal kanser oldugu belirtilmektedir (20).
Diinyada en yliksek insidans oranlari Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da, en diisiik oranlar Afrika ve Giiney-Orta Asyada bulunmustur (21). Bu cografik
farkliliklarin genetik olarak belirlenmis duyarliliklardan koken alan ¢evresel maruziyetler ve
diyetteki degisikliklerden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Diisiik sosyo-ekonomik durumun
kolorektal kanserin gelisimi i¢in de risk olusturdugu Ongoriilmektedir (22). Fiziksel
hareketsizlik, sagliksiz beslenme, sigara ve obezite gibi sagliga zararl fakat potansiyel olarak
degisebilen davranislarin, kolorektal kanser riskinin yeniden baslamasimda sosyo-ekonomik
esitsizligin kismen sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (23). Diinya Saghk Orgiiti GLOBOCAN
veritabanina gore kolon kanser orani erkeklerde kadinlardan yiiksektir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde kolorektal kanser insidans oranlari son 15 yildan fazla bir siiredir her yil
yaklasik %?2-3 oraninda azaldigi belirtilmektedir. Oranlardaki bu azalma, erken dénemde

kolonik poliplerin belirlenebilmesi ve ortadan kaldirilmasi, erken evrede kolorektal kanserin
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tespiti, daha etkili tedavilerin gelistirilmis olmasi 6zellikle de adjuvan (destekleyici)
tedavilerle iliskilendirilmistir (24).

2.3.1 Kolon Kanseri Olusumu ve Molekiiler Mekanizmast

Kolon kanseri, normal kolon epitelinin benign adenoma, ardindan adenomat6z polipe ve
daha sonra invazif kansere doniisimiinii kapsayan kromozomal ve mikrosatellit

instabilitesinin de bulundugu bir seri genetik ve epigenetik siirecler ile baglantilidir.

APC veya KRAS _ DCC & p33
B-Katenin Aktivasyonu Inaktivasyonu
Mutasyonu Mutasyonu Mutasyonu

o

B &

Normal Displastik Metastatik

: > =>| Ad = =>
{ Epitel J { Epitel J enom Kanser
|l Kotii Huylu

Sekil 6. Insan kolorektal karsinogenezinin adenoma-karsinoma modeli (Kaynak 25’ten

iyi Huylu

uyarlanmistir)

Adenomat6z polipozis (APC) ya da B-katenin mutasyonlar1 neoplastik siireci baslatir.
Timor ilerlemesi  diger genlerdeki mutasyonlar ve genomik instabilitesinden
kaynaklanmaktadir. Bu siireg, hiper-proliferasyonun baslamasi, kiigiik ve biiylik adenomatdz
poliplerin olusmasi, displastik epitel yapismin adenomaya ilerlemesi (pre-kanseréz polip),
adenokarsinomaya doniisiim ve kanserin diger dokulara yayilmasi ile metastatik kanserin

olusumunu kapsar (Sekil 6) (25, 26).

Kolon Kkarsinogenezinde iki molekiiler mekanizma bulunmaktadir: Birincisi olan
genomik instabilite, karsinogenez i¢in kritik bir 6neme sahiptir. En yaygin goriilen genomik
instabilite kromozomal instabilitedir. Kromozal instabilitenin molekiiler temeli sirasiyla APC,
KRAS, DCC ve TP53 delesyon ya da mutasyonlari ile karakterize olan kromozal instabilite
yolagina dayanmaktadir (27). Bek¢i gen olarak APC bu yolakta 6nemli bir diizenleyicidir. Bu
yolak ayni zamanda KRAS mutasyonu ile birlikte displastik anormal kript odaklarinin
olusumunda yer almaktadir. Baslangicta diisiik diizeyde olan displastik kript odaklari, ileri
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derecede adenomatdz poliplere donlismekte ve son olarak invaziv kanseri olusturmaktadir.
Ikinci mekanizma; genomik instabiliteden sorumlu mikrosatellit instabilite yolagidir. Bu
yolakta yanlis eslesme tamir genlerinin (MLH1, MSH2, MSH6 ya da PMS2) disfonksiyonu
Ozellikle mikrosatellitler olarak adlandirilan tekrarli DNA sekansmi hedeflemekte ve ¢ok

sayida mutasyon birikimi ile karakterize olan genetik instabilite ile sonuglanmaktadir (28, 29).

Kolon kanserinin gelisimi, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin
aktivasyonlarini igeren ¢ok faktorlii ve ¢ok adimli bir siiregtir. p53’iin tiimor baskilayici bir
gen olarak anti-kanser savunmanm en onemli Ogelerinden biri oldugu bir¢cok ¢aligmada
dogrulanmustir (30). TP53 insan kanserlerinde en yaygin olarak mutasyona ugrayan gendir
(31). Tiimoriin patolojik siirecinde adenoma-karsinoma gegisinde TP53 mutasyonlarinin kritik
bir rolii oldugu disiiniilmektedir (32). Kolon kanserinde TP53 mutasyonu proksimal kolon
tiimorlerinin %34’linde ve distal kolorektal tiimorlerin %45’inde meydana gelmektedir. Bu
mutasyonlarin ¢ogunlugu, TP53 geninde ekzon 5-8 (DNA baglanma domaini)de &zellikle
175, 245, 248, 273 ve 282 kodonlarda G’den A’ya C’den T’ye gegislere yer vererek proteinde
aminoasit dizisi degisiklikleri ile sonuglanir. Bunun gibi DNA baglanma domaininde yer
degistirmelerin yi1gilmasi, spesifik DNA baglanmasinin bozulmasi ve dizisel transaktivasyona
neden olur (33, 34). p53 mutant olan kolorektal kanser hastalarinda daha fazla kemorezistans

ve yabanil tipe gore daha kotii prognoz goriilmektedir (35, 36).

Tumorportal.org 2014 verilerine gore kolorektal kanserlerde goriilen gen mutasyonlar1

ve siklig1 asagidaki sema ile ifade edilmektedir (Sekil 7) (37).
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Sekil 7. Kolorektal kanserde goriilen mutasyonlar (Kaynak 37’den uyarlanmistir)
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2.4. Kanser Progresyonunda Genel Epigenomik Diizenlenmeler

Laboratuvar hayvanlarmin kullaninmiyla ve insanlarda yapilan epidemiyolojik
caligmalar, diyetsel girisim denemeleri; yasam tarzi ve gevresel faktorlerin gok ¢esitli
neoplazmlarin gelisiminde kritik bir rol oynadigimi gosteren kanitlar saglamaktadir. Kimyasal
karsinojenler, ¢evresel kirleticiler, diyetsel kontaminantlar ve fiziksel karsinojenleri igceren
cevresel faktorler insan kanserlerinin etiyolojisinde dnemli rol oynamaktadir. Ek olarak, alkol
tilketimi, sigara kullanimi, giines 151gina maruziyet, artmig yag tiikketimi gibi yasam tarzi
faktorleri ve kronik stres de kanser olusumu ve gelisimini desteklemektedir. Bu calismalar,
kanserin kompleks bir hastalik olduguna ve hem genetik hem de epigenetik modifikasyonlarin
varligina kanit olusturmustur. Mikrogevre-aracili epigenetik bozulmalar neoplastik gelisimde
onemli bir rol oynamasma ragmen kanserin baglamasi ve ilerlemesi, 6ncelikle edinilmis
genetik degisimler ile hareket eder (38). “Epigenetik”, gen ekspresyonunun dinamiklerinin
diizenlenmesinde yeterli diizeyde etkili ve DNA dizisinde degisiklik olusturmayan gen
aktivitesinde ve ekspresyonunda meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir
(39,40). Epigenetik modifikasyonlar, potansiyel olarak geri doniisimlii oldugundan
beslenmenin yer aldigi kanser onleyici ve tedavi stratejiler igin ¢ekici ve umut verici olarak
goriilmektedir. Epigenetik diizenlemeden sorumlu anahtar siirecler, DNA metilasyonu,
kromatinde modifikasyonlar (¢ekirdek histonlarin kovalent modifikasyonu) ve kodlanmayan

RNA’lar (mikro-RNA’lar) tarafindan post-transkripsiyonel gen regiilasyonlaridir (41, 42).

Kanserin baglangici ve progresyonu genel olarak genom ve epigenom deregulasyonlari
ile iliskilidir. Timordgenez siirecinde goriilen epigenetik deregulasyonlar (DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve miRNA’ya bagli diizenleme) giderek daha fazla bildirilmektedir.
Farkli kromatin diizenleyici enzimler ve kanser ile iliskili anomaliler de kesfedilmekte ve
smiflandirilmaktadir. Kromatin enzimlerindeki degisimlerin ve kanserdeki rollerinin daha iyi
anlagilmasi kanserin dnlenmesi ve tedavisinde epigenetik hedeflemenin kullanilabilmesinde
onemli bir basamaktir (43). Epigenetik mekanizmalar niikleozomun sikiligin1 kontrol ederek
gen ifadelerini diizenlerler. Bu mekanizmalar DNA metilasyonu ya da histon
modifikasyonlari ile saglanir. Bu siiregte yer alan enzimler: DNA metiltransferazlar (DNMT),
Histon metiltransferazlar (HMT), Histon asetiltransferazlar (HAT) ve Histon deasetilazlar
(HDAC)’lardir. Bu enzimlerden, HAT ve HDAC enzimleri histon proteinlerinin lizin
rezidiilerine asetil gruplarinin baglanmas: ile kromatinlerin konformasyonel yapisini
degistirerek gen regiilasyonunda rol oynayabilmektedir (44) (Sekil 8)
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Sekil 8. HDAC ve HAT’larin genel fonksiyonlari (Kaynak 43’ten uyarlanmustir.)

2.5. Histon Deasetilazlar

Histon deasetilazlar dort sinifa ayrilmaktadir. Smif 1 HDAC’lar: (HDAC1, HDAC2,
HDAC3 ve HDACS), Saccharomyces cerevisae Rpd3 homologu; Smif II (smif Ila ve siif
IIb’ye ayrilir) HDAC’lar (HDAC4, HDACS, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10), maya
HDACI1 homologu Sinif III HDAClar (sirtuinler), maya Sir2 homologu enzimler igerir. Sinif
IV’de sadece HDACI11 bulunmaktadir.

Siif III HDAC’lar, Sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)*-bagimli
deasetilaz ya da mono-(ADP-ribozil)transferaz aktiviteleri ile birlikte neredeyse tiim tiirlerde
bulunabilen evrimsel olarak korunmus bir ailenin tiyeleridir. Silencing information regulator
2 (Sir2) Saccharomyces cerevisiae mayasinda tanimlanmustir (45). Ilk olarak sirtuinlerin
eslesme tipi lokuslarmin (mating-type loci) transkripsiyonel susturucusu olarak kesfedilmis,
ayni zamanda ¢ogu calismada genom instabilitesi, hiicresel metabolizma, DNA tamiri,
kromozomal stabilite, yaslanma ve kanserdeki c¢esitli biyolojik rolleri gdsterilmistir (46).
Memeli sirtuinlerinin, baslica histon deasetilaz aktivitesine sahip (SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT5 ve SIRT7) ya da monoriboziltransferaz aktivitesine sahip (SIRT4 ve SIRT6) yedi
izoformu bulunmaktadir (SIRT1-7) (Tablo 1). SIRT1, -6 ve -7 ¢ogunlukla niikleer, SIRT2
sitoplazmik, SIRT3, -4, -5 mitokondride lokalizasyon gostererek farkli fonksiyonlarda
bulunmaktadir. Her bir sirtuin yaklagik 275 aminoasitlik korunmus katalitik ¢ekirdek bolgesi
ve Ozgiin olarak degisen uzunlukta ilave N-terminal ve/veya C-terminal diziler ile karakterize
edilmektedir (47).
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Tablo 1. Sirtuin izoformlar1 ve fonksiyonlar1 (47).

Siif | Sirtuin Enzim Temel Substratlar Fonksiyonlari
Aktivitesi
I SIRT1 | Deasetilaz Histon H1K26, H3KO9, | Hiicre sagkalimi, yasam siiresinin
H3K18, H4K16, p53, | diizenlenmesi, metabolizmanin
FOXO, Rb, Ku70, p300, | diizenlenmesi, inflamasyon,
NF-kB, PGC-la, PPARy, | oksidatif stres yaniti
UCP2, Asetil-CoA sentetaz
1, MnSOD, Smad7, MyoD,
Per2, SUV39H1
I SIRT2 | Deasetilaz a-tiiblilin, FOXO, Histon | Hiicre dongiisii regiilasyonu, sinir
H4K16 sistemi gelisimi
I SIRT3 | Deasetilaz Histon H3K9, H4K16, | Mitokondriyal metabolizma
Acetil-CoA sentetaz 2, | regiilasyonu, yag asidi oksidasyonu,
Ku70, ATP tretimi
FOX0O3a, MnSOD
I SIRT4 | ADP-ribozil- | Glutamat dehidrogenaz Mitokondriyal metabolizmanin
transferaz diizenlenmesi, insiilin salmimmi
Il SIRT5 | Deasetilaz/De | Karbomoil fosfat sentetaz | Apoptoz, protein-protein etkilesmesi
malonilaz/ 1, Sitokrom ¢ ve protein kararliliginin diizenlenmesi,
Desiiksinilaz iire dongiisii
v SIRT6 | Deasetilaz/ Histon H3K9, H3K56, | Genom kararliligi (baz ¢ikarma
ADP-ribozil- | TNF-0, HIFla onarmmi), DNA tamiri
transferaz
v SIRT7 | Deasetilaz Histon H3K18, p53 rRNA transkripsiyonunun
diizenlenmesi,

hiicre dongiisii diizenleme
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2.5.1. SIRTI ve Kolon Kanserinde Onemi

SIRT1 (silent mating type information regulation 2 homolog 1), NAD+ tiiketerek ve
nikotinamid (NAM) ve 2’-O-asetil-ADP-riboz olusturarak farkli proteinlerin deasetilasyonunu
katalizler. NAM, nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT), Nikotinamid mononiikleotid
adeniltransferaz (NMNAT) enzimleri ve nikotinamid mononiikleotid (NMN) ara molekiilii ile
bu ¢evrim devam etmektedir (48) (Sekil 9).
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Sekil 9. SIRT1 tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyon (Kaynak 48’den uyarlanmistir)

SIRTY’in 6zellikle p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NFKB, p73, PGC-1a ve PPARYy
gibi hiicresel yaslanma, hiicre dongilisii progresyonu ve apoptoz siireglerinde yer alan

proteinleri deasetile ettigi bildirilmistir (47).

Kanser hiicrelerinde hipermetile olan genlerin epigenetik susturulmasinda SIRT1’in
onemli bir roliiniin oldugu bulgusu kanser biyolojisi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir.
Bircok etkisi gosterilen SIRT1’in onkojenik oldugu iizerinde durulmaktadir. SIRT1’in

onkogen olarak mekanizmasi1 multi-faktoriyeldir (49).

Kanser hiicrelerinde genellikle yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir. SIRTI1’in
nukleusta lokalize olarak p53 gibi 6nemli transkripsiyon faktorlerini deasetile ederek p53’iin
potansiyel tiimor baskilayict 6zelligini tehlikeye atabilecegi Ongoriilmektedir. Cesitli
organizmalarda SIRT1’in tek kopya artislart ya da sirtuin aktivatorlerinin uygulanmasiyla
hiicresel yasam siiresini arttirdig1 gosterilmistir. Bu durumun yararh etkisi olabilecegi gibi
timor ilerlemesi siirecinde neoplastik hiicrelerin olusumu agisindan zararli bir etkiye sahip

olabilir (50-53).
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Kolon kanserlerinde prognozu belirleyen molekiil olarak p53’iin yani sira SIRT1’in de
onemli oldugu vurgulanmaktadir. Kabra ve ark.’nin (54) yapmis oldugu calismada, HCT116
hiicrelerinde SIRT1 overekspresyonunun tiimor olusumunu inhibe ettigi ve SIRT1’in siRNA
ile susturumunun ksenograft modelinde tiimor olusumunu arttirici etkisinin bulundugu ancak
ayni ¢alismada SIRT1 inhibisyonu ile hiicrelerin kemoterapi ilaglar1 tarafindan apoptoza
duyarli hale gelebilecegi belirtilmektedir. Kolon mukozasi, normal mukoza ve benign
adenomalarda immiinohistokimyasal boyama ile yapilan g¢alismalar, yiiksek SIRTI1
seviyelerinin ~ bulundugunu, = SIRT1  overekspresyonun evre I/II/IIl  kolorektal
adenokarsinomalarin yaklasik %25’inde ve ileri evre IV tiimorlerinde de nadir olarak
bulundugunu gostermistir. Yapilan bu calismada karsinomalarin %30’unda da normalden
diisiik SIRT1 ekspresyonu oldugu belirlenmistir Bu baglamda kolon kanserinin énlenmesi ve
tedavisinde SIRT1 aktivatorlerinin  ve inhibitorlerinin  kullaniminin = 6nemi oldugu

vurgulanmaktadir (54).

Kanser tedavisinde polifenolerin kullanimi1 ve kanser hiicrelerindeki etkileri gilincel ve
heniiz agiklanamamis noktalar1 bulunan bir arastirma alanidir. Ozellikle SIRT1 aktivatorii
olarak etki gosteren polifenolller anti-kanser etkilerinin yani sira bu 6zellikleri ile de 6ne
¢cikmaktadirlar. Bununla birlikte sirtuinlerin aktivasyonu ve polifenollerin sirtuinler tizerindeki
etkileri heniiz net olarak agiklanabilmis degildir. Resveratrol bir SIRT1 aktivatorii olarak

bilinmektedir (55,56)

Howitz ve ark. ¢esitli polifenollerin SIRT1 deasetilasyon aktivitesini arttirdigini
gostermislerdir. Yapilan ¢calismada, 15 bitkisel polifenolden resveratrol (13 kata kadar) basta
olmak tizere butein (8.5 kat), picaetannol (7.9 kat), isoliquiritigenin (7.6 kat), fisetin (6.6 kat)
and quercetin (4.6 kat) polifenollerinin HeLa kanser hiicrelerinde SIRT1’in aktivitesini
arttirdigr belirlenmistir. Resveratroliin dogrudan SIRT1’in dogal substrati olan p53’ten
tirevlendirilmis fluorojenik asetile peptidin yer aldigi in-vitro deney ile SIRT1’in deasetilaz
aktivitesini uyarabildigi gosterilmistir. Resveratrol ile deasetilasyon aktivitesinin uyarimi,
cesitli SIRT1 aracili fizyolojik siire¢lerin diizenlenmesi ile sonuglanmistir (53). Resveratroliin
dogrudan transkripsiyonel ya da translasyonel diizeyde SIRT1 ekspresyonunu uyarabildigi ve
buna benzer olarak kanser hiicreleri de dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde SIRT1 protein

seviyelerini anlamli olarak arttirabildigi pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir (57-59).
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2.6. Dogal Polifenollerden Resveratrol

Giiniimiizde pek c¢ok bitkisel polifenol anti-kanser ajan olarak farkli kanser tiirlerinde
hem tedavi amagli hem de koruyucu etkileri ¢cok sayida hiicre kiiltiirii, hayvan modeli ve insan
caligmalar1 ile belirlenmistir (60-62). Tahminlere goére 8000’den fazla diyetsel polifenol
bulundugu oOne siiriilmektedir ve kimyasal yapilarma gore on farkli genel smifa
ayrilmaktadirlar (63). Ozellikle bu smiflardan fenolik asitler, flavonoidler, stiloenler ve
lignanlar ayn1 zamanda diinya ¢apindaki toplumlarm giinliik beslenmelerinin bir parcasi olan
polifenol bakimindan zengindir. En ¢ok calisilan ve kanserden koruyucu 06zelligi bulunan

polifenollerin en bilinen 6rnekleri; EGCG (yesil ¢ay), curcumin (kori) ve resveratroldiir.

OH

Sekil 10. Resveratroliin Kimyasal yapisi (trans-resveratrol) (64).

Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksistilben), fitoaleksin denilen savunma
molekiillerinden olusan, stilben smifina ait ve 70’ten fazla bitki tiirii tarafindan sentezlenen
dogal bir polifenoldiir (Sekil 10). Daha ¢ok iiziim kabugu, fistik, c¢ilek, dut gibi cesitli
meyvelerde bulunur (65). Siemann ve ark.’nin (66) saraplarda resveratrolii tanimlamalariyla,
resveratroliin saglik iizerine etkisine iliskin calismalar hiz kazanmustir. Ozellikle kirmizi
sarapta resveratroliin yiiksek igeriginin nedeni sarap fermentasyonu sirasinda meyve kabuklari
ile temas siiresinin uzun olmasidir. Beyaz sarapta resveratrol iceriginin kirmizi saraptan diisiik
olmasmin nedeninin, beyaz sarabin fermentasyon isleminin meyve kabuklarinin
ayrilmasindan sonra yapilmasina baglanmaktadir. Kirmizi iiziim kabugunun yas agirliginda
gram basina yaklasik olarak 50-100 pg resveratrol igerigi bulunurken, kirmizi sarapta 1,5-3
mg/L olarak bulunmaktadir (67, 68). Resveratrol, isiya dayanikli bir 6zellik tagimasi
nedeniyle, bir¢ok yiyecek cesidinde aktif formunu (trans-resveratrol) koruyabilmekte, agiz
yoluyla alindiktan hemen sonra sindirilmekte ve hizla kana karigmaktadir (69,70). Yapilan
son arastirmalar diyetsel polifenollerin kemopreventif potansiyelinin kanser hiicrelerinde

epigenetik degisiklikleri diizenleme Ozellikleriyle iliskili olabilecegini Onermektedir. Bu
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baglamda epigenetik modifikasyonlarin erken ortaya ¢ikmasi ve potansiyel olarak tersinir
ozellik tasimmasi, klinik bakis agisiyla diyetsel polifenollerin dnemini ortaya koymaktadir.
Ancak flavonoidlerin kanser hiicrelerinde gesitli epigenetik modifikasyonlara etkisi ve bu
mekanizmalar1 nasil diizenledigi, halen baglangic asamasinda olan bir konudur. Bununla
birlikte diyetsel polifenollerin epigenetik etkileri bircok ¢aligmada rapor edilerek tedavi igin
umut vaat ettigi bildirilmistir (71).

Cesitli kanser hiicrelerinde resveratroliin olumlu etkileri ilk olarak Jang ve ark. (65)
tarafindan 1997 yilindan beri yapilan arastirmalar ile ortaya konmaktadir. Resveratroliin anti-
kanserojen etki gosterdigi, c¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, giiclii
antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri uyardigi ve apoptozu indiikleyici etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Resveratroliin kansere kars1 yararh etkileri, karsinogenezin baslangig, olusum
ve ilerleme olmak iizere lenfoid and miyeloid kanserlerle birlikte; meme, kolon, pankreas,
mide, prostat, bas ve boyun, over, karaciger, akciger ve serviks kanserlerinde tiim evreler i¢in

gosterilmistir (72-74).

Yapilan in-vitro ¢alismalarda resveratrol uygulanmis hiicrelerde en sik goriilen 6liim
tipinin apoptoz oldugu belirtilmektedir. Resveratroliin antiproliferatif etkisinin; bir¢ok
transkripsiyon faktoriiniin inhibisyonu, p53, kaspazlar ve Bax protein ekspresyonu artisi ile
survivin, siklinler ve Bcl-2 protein ekspresyon azalisi ile oldugu belirtilmektedir (72). Basly
ve ark. (75), MCF-7 hiicrelerinde resveratroliin diisiik dozlarinmn (1 uM) Gstrojen reseptorii
tizerinde bir etkisinin bulunmadigmi ve orta seviyedeki konsantrasyonlarinin biiylimeyi
uyarici, 50 uM ve iizerindeki dozlarin sitotoksik ve apoptozu uyarici etkilerinin oldugunu
gostermislerdir. MCF-7 hiicrelerinde yapilan diger ¢alismalarda resveratroliin kaspaz-3/9, p53
ve bax ekspresyonlarmi uyardigi;, Akt, STAT3, PI3K, Bcl-2, NF-«xB ve aromataz
ekspresyonlarin1 downregiile ettigi ve ¢ogunlukla S fazinda hiicre dongiisii duraksamasina
neden oldugunu rapor etmislerdir (76, 77). Resveratroliin LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirlerini olusturdugu, kaspaz bagimli hiicre dliimiinii tetikledigi ve PI3K-Akt yolagini
inhibe ettigi gosterilmistir (78, 79). Akut miyeloid l6semi hiicrelerinde resveratroliin IL-1
aracili proliferasyonu ve NF-kB’nin downregiilasyonunda yer alan temel mekanizmay1 inhibe
ettigi, proliferasyonu baskiladigi ve apoptozu uyardigi gosterilmistir (80). Resveratroliin
multiple miyeloma hiicrelerinde NF-kB ile diizenlenen antiapoptotik ve hiicre sagkalim gen
tirtinlerinin ve STAT3’lin downregiilasyonu ile kemorezistansi ortadan kaldirdigi, apoptozu

uyardig1 ve proliferasyonu inhibe ettigi belirlenmistir (81).
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Resveratroliin membranda bulunan Oliim reseptor diizeylerini arttirarak ekstrensek
apoptotik yolagi tetikledigi ve bu sekilde hiicre 6liimiine yol actig1 rapor edilmistir. Delmas ve
ark.’nin (82) SW480 kolon kanser hiicrelerinde yapmis oldugu ¢alismada, resveratrol aracili
apoptozun, Fas-DISC-FADD-prokaspaz-8 kaskadinin tetiklenmesi ile iliskili oldugu
saptanmistir. Bunun yani sira, akut 16semi hiicrelerinde yapilan ¢alismada, resveratroliin Fas
bagimsiz olarak once hiicre dongiisiiniin S fazinda duraksamaya sonra hiicre 6liimiine yol
actig1 gosterilmistir (83). Bircok c¢alismada da resveratroliin pro-apoptotik etkilerinin
mitokondri fonksiyon degisimleri ile iliskili olabilecegini One siirmektedir. Ozellikle
resveratroliin mitokondri membran depolarizasyonu (84), FoF1-ATPaz inhibisyonu (85) ve
Bcl-2 bagimhi yolak modifikasyonlarini uyardigi rapor edilmistir (86). Zheng ve ark. (85)
resveratroliin yarismali olmayan bir mekanizma ile FoF1-ATPaz/ATP sentaz enzimatik
aktivitesini inhibe ettigini bulmuslardir. Bunun yanmi sira resveratrol uygulamasi ile pro-
apoptotik Bax proteininin ekspresyonunun arttigir ve anti-apoptotik Bcl-2 proteininin

ekspresyonunun azaldigini gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (87,88).
2.6.1.Kolon Kanserinde Resveratroliin Etkileri

Bir¢ok raporda resveratroliin kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi
belirtilmistir (89). Mohan ve ark. (90) HCT116°*") ve HCT116%*?) kolon kanser
hiicrelerinde yaptiklar1 caligmada resveratrol aracili apoptozun kismen Bax bagimsiz oldugu
fakat daha ¢ok Bax/Bak inaktivasyonu ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Mikrosatellit
kararsizlig1 bulunan HCT116%** ve HCT116P°" hiicre hatlarinda resveratrol ve 5-FU ile
yapilan caligmada, apoptozun p53’ten bagimsiz olarak gergeklestigi belirlenmistir. Diigiik
resveratrol konsantrasyonlarinda p53’tin apoptoza karsi koruyucu etkisi gosterilmistir.
Katlanma zamani yaklasik 30 saat olan hiicrelere 10-100 uM konsantrasyonlarinda resveratrol
uygulamasi ile gergeklesen hiicre Olimiiniin FasL ile iliskisinin bulunmadigi belirtilerek
mitokondri aracili bir yolakla iliskili oldugu saptanmustir (91). Nutakul ve ark.’nm (92) 50
uM resveratrol ile gergeklestirdigi ¢alismada resveratroliin kolon kanser hiicrelerinde
diferansiyasyonu arttirict etkisi belirlenmistir. HCT116 hiicrelerinin, bir stilben tiirevi olan
pterostilben ile karsilastirildiginda resveratrole daha duyarli oldugu, kesilmis PARP ve

kaspaz-3 proteinleri ile apoptotik yolagin uyarilmasiyla gosterilmistir.

TGEFp sinyal yolagi, hiicre proliferasyonu, farklilasma, migrasyon ve apoptozu igeren

cok sayida biyolojik siireclerde yer alan ve insan kanserlerinde ¢cogunlukla degisim gosteren
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hiicresel sinyal yolaklarmdan biridir. TGF-f sinyalinin bazi alt akim hedefleri, biiyiime
tutuklamasina neden olan hiicre dongiisii kontrol noktas1 genleri CDKN1A (P21), CDKNIB
(p27) ve CDKN2B (pl15) ve onlarin aktivasyonlar1 dnemlidir. Buna bagl olarak, TGF-
normal intestinal epitelde hiicre proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu uyararak timor
baskilayici olarak gorev yapar (93, 94). Kolon karsinoma hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmada,
HT29 ve HCT116 hiicrelerinde 10 ve 30 uM dozlarinda resveratroliin TGF-$ yolaginin
etkisinde bulunan genlerden biri olan TRAIL’in uyardig1 apoptozu arttirdigi gosterilmistir
(95). TGF-p’nin siklin bagimli kinaz inhibitérii p27 diizeylerine eslik ederek hiicre
dongiistiniin ge¢ G1 evresinde hiicre dongiisii duraksamasina aracilik ettigi bilinmektedir (96).
resveratroliin HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda TGF-B yolaginda proliferasyonu inhibe

etme potansiyeline sahip p27 protein ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir (97).

Wnt sinyal yolagi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve adezyonunda, tiimor olusumunda, sinaps olusumu, adipogenez, anjiyogenez
gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol almaktadir. Wnt sinyal yolaginin stirekli aktivasyonu ve -
katenin birikimi, solid tiimorlerde siklikla goriilmekte ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve
farklilasmaya neden olmaktadir (98-100). HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, resveratrol
uygulamas1 ile insiillin benzeri biliyiime faktori 1 (IGF-1)R protein diizeylerinin
baskilandigini, Akt ve Wnt sinyal iletim yolaklarmin inhibe edildigini bildirmislerdir (97).
Wolter ve ark.’nin (101) yapmus oldugu ¢alismada, S fazmin aktivasyonunu ve G2 fazinin
bloklanmasini saglayan, pozitif hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerinden (cdc2, CDK2,
CDK4, CDKa®, siklin A, siklin D1 ve siklin E) doz bagimli olarak siklin E diizeylerinde ve
siklin A diizeylerinde 100 umol/L konsantrasyona kadar bir artma gosterilmistir. Resveratrol
uygulamasi ile siklin D1 seviyeleri ve iligkili oldugu serin/treonin kinaz CDK4 seviyesini
onemli Ol¢lide azalmistir. 200 pM Resveratrol ile 0-24-48 saatte gergeklestirilen kaspaz-3
aktivitesi zamana bagli olarak artis gostermistir (101). Bir Resveratrol analogu olan
Piceatannol’iin S evresi boyunca ilerlemeyi bozarak biiylimeyi baskiladigi gosterilmistir.
Bunu da pozitif hiicre dongiisii regiilatorleri olan siklin E ve A’nm upregiilasyonu ile
gerceklestirdigi ve bu siiregte GO/G1 evre diizenleyici proteinleri olan Siklin D1, CDK4,
p27KPt ve G2/M diizenleyicisi siklin B1’in diisiik seviyede eksprese edildigi rapor edilmistir
(102). HT-29 ve SW-620 kolorektal karsinoma hiicrelerinde yapilan ¢aligmada 100 pM
resveratrol 48 saat uygulama gergeklestirilmis, 5-FU ve resveratroliin kombine uygulamast ile

resveratrol hiicre biiyiimesine kars1 duyarliligi arttirmstir (103).
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Farelerde resveratrol (300 ppm) alimi, DSS-aracili kolit inflamasyonunun belirtegleri
olan INOS, COX2 ve TNF-a diizeylerini azaltmigtir (104). Bu ¢alisma resveratroliin timor
baslangici, biiyiimesi, hiicre 6liimii ve metastazda yer alan siire¢leri diizenleyen Wnt’leri ve
Siklin D1 ve Axin II gibi alt akim efektorlerini etkileyerek kolon kanserinin baslangic ve
metastazinda yararl bir etkiye sahip olabilecegini savunmaktadir (105). Bu ¢alismaya paralel
olarak kolorektal adenokarsinoma hastalarinda resveratrol aliminin timoér hiicre
proliferasyonunu azalttig1 da gosterilmistir (106). In vitro olarak yapilan ¢alismalarda diisiik
konsantrasyonda (10 uM-20 puM) resveratroliin kolon kaynakli hiicrelerin nukleuslarinda -
katenin diizeylerini onemli derecede azaltarak Wnt sinyal yolagini inhibe edebildigini
gosterilmistir (107). Nguyen ve ark. (108) kolorektal kanser hastalarina resveratrol igeren
iizlim tozunu vererek yapmis oldugu calismada hastalarin kolon kanser hiicrelerinde Wnt
yolaginin baskilanmadig1 ancak normal kolonik mukozadaki Wnt hedef gen ekspresyonlarinin
inhibe oldugu gosterilmistir.

Liu ve ark. (109), PTEN/PI3K/Akt ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarmm diizenlenmesi
ile insan kolon kanser hiicrelerinde biiylime baskilayic1 etkiler gosterdigini One
stirmektedirler. Yapilan calismada resveratrolin HCT116 hiicrelerinde apoptozu uyararak
proliferasyonu inhibe ettigi, kolon kanserinin ksenograft tiimor biliylimesini baskiladigi da
gosterilmistir. Resveratrol PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ekspresyonlarini
arttirmis ve Akt1/2 fosforilasyonunu azaltmistir. HCT116 hiicrelerinde resveratroliin etkisiyle
PTEN’in eksojen ekspresyonunun PI3K/Akt sinyalini inhibe etmis, biiylime baskilayici
etkileri desteklenmistir. PTEN’in knockdown yapilmasi ile PI3K/Akt sinyali artmasi
sonucunda resveratroliin biiylimeyi inhibe edici fonksiyonu azalmistir. B-Kateninin hem

MRNA hem de protein ekspresyonu, Resveratrol ile doz bagimli olarak azalmustir.

p53’iin hiicre icerisinde birgok proteinle iligkili merkezi bir kavsak niteliginde oldugu
bilinmektedir. p53, hiicre dongiisiiniin GO/G1 evresinde rol alan birgok siklin bagiml kinazin
islevini engelleyen p21 proteininin ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin transkripsiyonunu
uyararak diizenlemekte ve boylece p21 proteini araciligi ile hiicre dongiisiinii G1 evresinde
durdurmaktadir. C-myc ve c-fos gibi mitoz boliinme igin gerekli proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonlarini diizenleyen E2F transkripsiyon faktorii ile etkileserek hiicre dongiisiiniin
G2 evresinde durdurulmasini da saglamaktadir. p53 ayni zamanda DNA tamiri ve DNA
sentez mekanizmasinda rol alan PCNA (proliferating cell nuclear antigen), GADD45 (growth

arrest and DNA damage inducible 45) proteinlerini ve programli hiicre 6liimiinde 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 bircok hedef proteinin transkripsiyonlarini da
diizenlenmektedir (110, 111). Resveratroliin HCT116 ve Caco-2 kolon kanser hiicrelerinde
100 uM konsantrasyonunda 24 ve 48 saat uygulanmasi ile kaspaz-3 ve -8’1 aktive edebildigi
ve Bax/Bcl-2 oranini arttirabildigi zaman bagimli olarak gosterilmistir (112). Resveratroliin
HT-29 kolon kanser hiicrelerinde 150 uM ve COLO 201 hiicrelerinde 75 uM
konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonrasi otofaji ile tetiklenen reaktif oksijen tiirleri
araciligiyla kaspaz-3 ve kaspaz-8’in kesilmesini Uyardigi belirlenmistir (113). Resveratroliin
IGF-1 ile uyarilmis insan kolon kanser hiicre proliferasyonunu p53 sinyal yolagini aktive
ederek baskiladigi gosterilmistir (114). Boylece resveratroliin obez bireylerde anti-
kolonkarsinojenik etkisinin desteklendigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda resveratrolin AMPK
sinyal yolagin1 diizenleyerek kemorezistant kanser hiicreleri tizerine sinerjistik olarak anti-
kanser etki gosterdigi gosterilmistir (115). Resveratroliin 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin
24 saat uygulandigt HCT116 ve Caco-2 hiicre hatlarinda p53 yolaginda yer alan PCNA ve
p21’in protein ekspresyonlarini azalttigi rapor edilmistir (64).

NF-xB transkripsiyon faktorii, immiin ve stres yanitlari, inflamasyon, apoptoz ve hiicre
cogalmasi regiilasyonunu igeren ¢esitli hiicresel siireclerde belirlenmistir. Anormal ve stirekli
NF-xB aktivitesi, kanserlerin bir¢ogunda belirlenmis ve tiimér olusumunun cesitli
asamalarmda gosterilmistir. Resveratroliin NF-kB yolag: iliskili COX-2, 5-LOX, INOS gibi
cesitli anahtar inflamasyon belirtecleri ve TNF-a, VEGF, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi inflamasyon
mediatorlerini down regiile ettigi bildirilmistir (74). kB kompleksinin fosforilasyonunun
inhibe edilmesi ve nitrik oksit seviyelerinin azalmast ve bdylece NFxB bagiml
mekanizmalari aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla resveratroliin inflamatuvar yanitlari
baskiladig1 gosterilmistir (116).

JAK (Janus kinase) ve STAT (signal transducer and activator of transcription)
yolagnin ¢esitli sitokinlerin; proliferasyon, biiylime ve immiin cevabi igeren gesitli hiicresel
fonksiyonlar1 etkileyen biiyiime faktorlerinin sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi ve
cesitli kanserlerde bu yolagm regiilasyonunun bozuldugu gosterilmistir (117). Resveratroliin,
STAT3’ii inhibe ettigZi ve onun antiproliferatif ve proapoptotik potansiyeline katkida
bulundugu belirtilmistir (118). Serra ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada, HT-29 kolon epitelyal
hiicrelerinin 25 mM resveratrol ve/veya 500 mM 5-aminosalisik asit ile 6n uygulamasi sonrast

hiicreler bir sitokin kombinasyonu (IL-1a, TNF-a, IFN-c) ile muamele edilerek elde edilen
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verilerle resveratroliin 5-aminosalisilik asitten 20 kat daha diisiik konsantrasyonda sitokin
uygulamasi ile indiiklenen PGE2 ve NO iiretimi, iNOS ve COX-2 ekspresyonu, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu anlamli olarak azalttig1 ve resveratroliin nukleusta aktif STAT1

diizeylerini azaltarak JAK-STAT yolaginit downregiile ettigi gosterilmistir (119).

TGFB YOLAGI
427
ATF4
JAK/STAT YOLAGI $mvc
IRF-1 ATRAIL
SOCS3
FOS
R P53 YOLAGI
JSTAT3 FEMA
AT EGFR
FRA-1 H
s GADD45A
IL1A RBL
s SURVIVIN
PCNA B
FASLG
MCL-1
NF-kB YOLAGI :gumsl
WPSTATL FRA-1
GI &r::l PPARD
WISP1
IFNG

Sekil 11. Resveratroliin kolon kanserinde sinyal ileti yolak genleri iizerine etkisi (Ozet).

Biitiin bu arastirmalar, resveratroliin hiicre tipine goére degisim gostererek, her hiicre
tipinde farkl bir hiicresel mekanizma araciligi ile etki gosterdigini ve bu etkilerin birbirleri ile
de capraz reaksiyon gosterme potansiyeli olabilecegini ifade etmektedir. Bu bilgiler 151ginda
arastrmamizin hipotezini aciklayabilecek bilginin heniiz literatiirde olmadigi, 6zellikle pS3
mutant olan ve olmayan kolon kanser hiicrelerinde bir SIRT1 aktivatorii olan resveratroliin
apoptotik hiicre 6limii ve TGF-B, WNT, P53, NF-xB ve JAK/STAT sinyal yolaklarinda yer

alan genlerin mRNA ekspresyonlari tizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirmanin Tipi:

Calisma deneysel (in vitro) bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari, Arastirma
Laboratuvar1 (ARLAB) ve Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlari’nda Mayis 2012-Kasim 2015 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplan

Hiicre kiiltiirti galismasidir. Bu nedenle evreni ve 6rneklemi bulunmamaktadir.

3.4 Cahsma Materyali:

Calismamizda HCT116%** ve HCT1163" insan kolon karsinoma hiicre hatlar
kullanilmistir. Bu hiicre hatlari, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii 6gretim tiyelerinden Prof. Dr. Kemal KORKMAZ tarafindan Mayis 2012 tarihinde
tarafimiza hediye edilmis ve laboratuvarimizda kullanilmaya baslanmistir.

HCT116 hiicre hatt1, kolorektal karsinom tiiriindeki kanser hastasi olan 48 yasinda erkek bir
hastanm kolon epitel dokusundan alman primer tiimérden ¢ogaltilarak elde edilmis bir hiicre

hattidir. Bu hiicrelerin Ras mutasyonu tasidig1 bilinmektedir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
- Hiicre canlihigi, apoptoz analizleri, Sirtuin-1 aktivitesi, mMRNA ve protein ekspresyon
degisimleri (bagimli degisken)

- Resveratrol, Sirtinol dozlar1 ile inkiibasyon siireleri (bagimsiz degisken)
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tablo 2. Calismada kullanilan 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+PIlus Western BlottingSystem Amersham RPN 2132
2-Merkaptoetanol Sigma M7154
2-Propanol Fluka 59304
%40’k  29:1 Akrilamid-bisakrilamid ]

soliisyonu AppliChem A0385
Amonyum persiilfat Sigma A3678
Bromfenol mavisi sodyumtuzu Sigma B5525
Dimetilstlfoksit AppliChem AT7248
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 |
o o Pierce 78835
extraction kit (250 pellet i¢in)
Fluor-de-Lys® SIRT1 fluorometric | Enzo Life
) _ _ BML-AK555-0001
drug discovery assay Kit Sciences
Goat anti-rabbit 1lgG-HRP Santa Cruz sc-2004
Goat anti-mouse 1gG-HRP Santa Cruz sc-2005
Rabbit anti-goat 1gG-HRP Santa Cruz Sc-2768
Anti-p-aktin (rabbit) antikoru SigmaAldrich A2066
Anti-G6PDH (100 pL) antikoru SigmaAldrich HPA000834
Anti-p53 (DO-1) antikoru Santa Cruz sc-126
Anti-SIRT1 antikoru Abcam ab110304
Filtre Kagidi (15x20cm) BioRad 1703956
Sequi-Bio PVDF Membrane 0.2um BioRad 162-0184
Nitrosellulose transfer membrane Protran 10 401396
CL-X Posure Film Thermo 34093
Tris Molecular biology gradel kg Sigma 93362
SDS Molecular biology grade500 g Sigma L3771
Film banyo soliisyonlar1 Kodak | -=---m--
Spectra Multicolor Broad Range
) Thermo 26634
Protein Ladder
Glycine Molecular biology grade 1kg | Sigma (G8898
EDTA Sigma ED2SS
Sodyum Kloriir Sigma S3014
Hard-Shell PCR plate Biorad HSL9601
iScript™ Reverse Transcription )
) Biorad 10020178
Supermix for RT-PCR
iScript™ RT-qPCR Sample _
) Biorad 170-8898
Preparation Reagent
Forward-reverse primerler Biorad HSTL-1
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Tablo 3. Kullanilan Cihazlarin Marka ve Kod Numaralari

Cihaz Adq Marka Model/Kod Numarasi

Laminar Akimli Kabinet ESCO LP2-451

CO; Inkiibatorii Thermo Scientific 311

Hiicre Sayim Cihaz1 Innovatis CEDEX XS

Salinimli Santriftj Eppendorf 5810R

Ters-Faz Isik Mikroskobu Olympus CKX40

Plak Okuyucu BioTek ELX800

Plak Okuyucu (fluorometre) BioTek FLX800

Gergek Zamanli PZR cihazi Biorad CFX Coonect™ Real Time
System /1855201

Vertikal Elektroforez Sistemi | Biorad 1658001EDU

Gii¢ Kaynagi Biorad Power Pac™ Universal

Yar1 Kuru Transfer Sistemi Biorad Trans-Blot® Turbo

Islak Transfer Sistemi Biorad 1703811

Termal Isitic1 Blok Stuart SBH130D

Hassas terazi Precisa XB 220A

Calkalayici Stuart SSL3

pH metre J.P Selecta 4120500

Etiv Thermo Scientific Heraeus

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50

Spinner Labnet C1301B-230V

Vorteks Aldrich IKA® MS1 shaker 2404047

Derin Dondurucu -20 °C Vestel FT 145

Derin Dondurucu -80 °C

Thermo Scientific

Forma Model 705

Buzdolab1

Vestel

RT 455
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3.6.2.Yontemler
3.6.2.1. Deney Modelinin Planlanmasi:

Resveratrolin HCT1163(/*) ve HCT116P3(") hiicrelerinde SIRT1 bagimly/bagimsiz
etkilerinin incelenmesi i¢in asagidaki sekilde yapilan uygulamalar ile deney gruplari
olusturuldu:

Kontrol (K): % 0.01 DMSO, %1 FBS, % 1 Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin igeren
McCoy’s SA ortamu.

Sirtinol (S): SIRT1 aktivitesini inhibe eden dozda sirtinollii ortam ile uygulama (%1 FBS,
%1 Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin iceren McCoy’s 5A ortami)

Resveratrol (R) : ICso dozunda resveratrol igeren ortam ile uygulama (% 1 FBS % 1
Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin iceren McCoy’s 5A ortami)

Sirtinol + Resveratrol (S+R): SIRT1 aktivitesini inhibe eden dozdaki sirtinol ile 24 saat 6n

uygulamanin ardindan ICso dozunda resveratrol ile 24 saat inkiibasyon.

3.6.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalart

Azot tankinda dondurulmus halde bulunan HCT116P%¢™) ve HCT116P3() kolon
kanser hiicre hatlar1 kullanildi. ATCC “de yer alan CCL-247™ kodlu hiicre hatlarinin katalogta
Onerilen biiyiime ortamlar1 kullanilarak kiiltiire edildi. Tim caligmalar aseptik kosullar
altinda, Smif II Laminar Flow kabin igerisinde gerceklestirildi. Azot tankinda dondurulmusg
halde bulunan HCT116 kolon karsinoma hiicre hatlari, uygun ortamda ¢oziilerek deneylerde

kullanilmak tizere gogaltildi (120).

Yontem: Sivi azot tankinda saklanan HCT116 insan kolon karsinoma hiicreleri McCoy’sSA
ortaminda %10 fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin ilave
edilmesi ile hazirlanan ortam ile 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildi. Kiiltiir
kaplar1 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre sayimi i¢in 1X Tripsin-
EDTA ¢ozeltisi flasklara eklenerek tiim hiicreler siispansiyon haline gelinceye dek 37°C’de
inkiibe edildi. Kiiltiir kabinin igerigi toplandi ve 1300 rpm’de 5 dakika santriftijlendi.
Stipernatan atildiktan sonra pelletteki hiicreler 1 ml ortam ile siispanse edilerek hiicre sayimi
yapildi. Hiicre saymmi %0,4°liik Tripan mavisi/PBS ¢ozeltisi kullanilarak Neubauer-Improved
lamimda mikroskobik olarak yapildi. Tiim deneyler i¢in gereken hiicre miktar1 6 ve 96 kuyulu,

25 cm?, 75 cm? lik kiiltiir kaplarimna istenen sayilarda ekildi.
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3.6.2.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Stvi azot tankinda veya -80°C’deki dondurucuda saklanan ve kriyo tiiplerde bulunan
hiicreler ¢ikarilarak 37°C’deki su banyosunda hizla ¢oziildiikten sonra elde edilen hiicre
slispansiyonu 5 ml biiylime ortami igeren bir tiipe aktarildi. Hiicreler 1300 rpm'de oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti
PBS ile yikanarak tekrar santrifiij edildi. PBS uzaklastirildiktan sonra uygun biiyiime
ortaminda siispanse edildi. Hiicre saymmi yapildiktan ve hiicre canliligi kontrol edildikten
sonra hiicre siispansiyonu 25 cm?'lik flaska ekildi. Inverted mikroskopta incelenen hiicreler

37°C’de %5 COz2 igeren inkiibatore kaldirildi.

3.6.2.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmast

Flasklarin i¢inde bulunan ortam atilarak flaska tutunan hiicrelerin yiizeyi, hem FBS'yi
hem de oOli hiicreleri uzaklastirmak amaciyla 1X PBS ile yikandi. Flaska yeterli miktarda
Tripsin/EDTA konuldu ve hiicreler kalkincaya kadar (1-3 dakika), 37°C’deki inkiibatorde
inkiibe edildi. Mikroskopla incelenen hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmalarinin ardindan
Tripsi/EDTA’y1 inhibe etmek amaciyla, 1:1 oraninda uygun biiylime ortami eklendi ve
hiicreler steril bir falkon tiipe aktarildi. Flaskin ylizeyi 1X PBS ile yikanarak kaldirilan
hiicreler ayn1 falkonda toplandi. Hiicreler 1300 rpm'de oda sicakliinda 5 dakika santrifiij
edilerek coktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti uygun biliylime ortaminda
stispanse edildi. Hiicre sayimi yapildiktan ve hiicre canlilig1 kontrol edildikten sonra hiicre
stispansiyonu uygun kiiltiir kabina ekildi. Inverted mikroskopta incelenen hiicreler uygun

ortamdaki inkiibatore kaldirildi.

3.6.2.2.3 Hiicre Sayimi ve Canlilik Kontrolii

Hiicreler tripsinle kaldirildiktan sonra PBS yardimiyla yikama ve kiiltiir ortami ilavesi
ile hiicre siispansiyonu elde edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 50 pL alindi ve 1:1
oraninda % 0,4 tripan mavisi (50 pL) ile bir ependorf icinde karistirildi. Uygun miktarda steril
1X PBS ile seyreltmeler yapildi. Hazirlanan hiicre/boya karigimindan 10 pL Neubauer lamina
alinarak, laminin 16 kiigiik kareye boliinmiis olan ve sayim alaninin kdselerinde bulunan 4
biiylik karedeki canli (tripan negatif - renksiz) ve Olii (tripan pozitif - mavi renk) hiicrelerin

timii inverted mikroskopta sayilarak, hiicre sayimlarmin ortalamasi alindi. Hiicre

35



sispansiyonunun mililitresindeki canli ya da 6lii hiicre sayisini (hiicre sayisy/mL) ve % hiicre
canliligin1 belirlemek i¢in asagidaki hesaplamadan yararlanildi:
Hiicre sayis1 (hiicre sayisymL): Ortalama hiicre sayis1 x seyreltme faktorii x 104

% Hiicre canlilig1: (canlt hiicre sayis1) / (6lii+canli hiicre sayis1) x 100

3.6.2.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre sayimi islemi sonras1 hiicreler 1 mL hacimde 1,5x10° hiicre /mL olacak sekilde ve
1 mL taze dondurma ortami (%80 FBS+%20 DMSO) ile toplam 2 mL hacimde kriyovial
tiiplerine konuldu. Dondurulacak hiicrelerin bulundugu tiipler, kriyo kutuya konularak -80
‘C’de 1 giin bekletildikten sonra siv1 azot igerisinde ihtiya¢ duyulan saklama zamanina gore

saklandi.

3.6.2.3. Hiicrelerin Katlanma Zamanlarinin Belirlenmesi

HCT116P3* ve HCT116P*(") hiicre hatlarinin laboratuvar sartlarimizda ikiye
katlanma zamanlarinin belirlenmesi amaciyla 6 kuyucuklu plaklarm her bir kuyusuna 3x10°
hiicre ekilerek 24-48-72 sa. 37 °C’de % 5 CO: igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Ekim yapildiktan sonra 24-48-72. saatlerde HCT116P3() ve HCT116P%") hiicrelerinin
Tripan Mavisi ile mikroskopta ve ‘CEDEX XS Analyzer’ cihazinda sayilarak katlanma
zamanlari belirlendi.

Hiicrelerin katlanma zamanlar1 www.doubling-time.com/compute.php internet sitesindeki

hesaplama programindan yararlanilarak belirlendi.

3.6.2.4. Resveratrol ve Sirtinol Cozeltilerinin Hazirlanmast

Resveratrol DMSO igerisinde 100 mM stok ¢ozelti olarak hazirlandi. %1 FBS iceren
kiltiir ortaminda 1mM ara stok c¢ozeltisi olarak hazirlandiktan sonra istenilen
konsantrasyonlardaki seyreltmeler ayni1 sekilde kiiltiir ortamiyla ger¢eklestirildi.

Bir SIRT1 inhibitorii olan Sirtinol 0-100 pM konsantrasyon aralifinda calismada
kullanilmistir (121). Sirtinol, DMSO igerisinde 100 mM ana stok ¢6zeltisi hazirlandiktan
sonra %1 FBS iceren kiiltlir ortam1 ile 20 mM ara stok ¢ozeltisine seyreltildi. Cozeltideki
DMSO yiizdesi (£%0.01) dikkate alinarak istenilen konsantrasyonlardaki seyreltmeler kiiltiir
ortamu ile gerceklestirildi.
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3.6.2.5. Hiicre Canlilik Analizi

WST-1 testi

Yontem prensibi: Hiicresel enzimler tetrazolyum tuzlarini formazana doniistiiriirler. WST-1
(4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum-1,3-benzen disiilfonat), suda ¢oziiniir
formazan boyalarmi i¢ermektedir. Olusan formazanlar farkli absorbsiyon yapma
yetenegindedir. Canli hiicre sayisindaki bir artig 6rnekteki mitokondriyal dehidrogenazlarin
aktivitesindeki artisla sonuglanir. Bu da formazan olusumunu arttirr (Sekil 12). Artig
metabolik olarak aktif hiicre sayis1 ile dogru orantilidir. Olusan renkli ¢ozelti
spektrofotometrik olarak 450 nm — referans 630 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda 6lgiiliir
(122,123).WST-1, daha etkili sinyal vermesi ve hiicrelerde daha az toksik etki yaratmasi ve
ortam igerisinde dogrudan oOlgiilebilme ozellikleri nedeniyle diger canlilik testlerine gore

avantajhdir.

NO,

Q@ a9

Mitokondriyal dehidrogenazlar

N I
S Nt
SOaNa $3N
SO,Na SO,Na
WST-1 Formazan

Sekil 12. WST-1 reaktifinin formazan yapisina doniisiimii (124)

Yontem:

Resveratrol ve sirtinoliin hiicrelerin canliligina etkilerini zamana gore izlemek amaciyla 24,
48, 72 saatlerde WST-1 canlilik analizi gergeklestirildi. Hiicreler 5000, 6000, 8000 hiicre/100
uL olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekildi. Hiicrelerin yapismasi igin 24 saat beklendi.
Kuyularm tizerindeki eski ortam uzaklastirilarak deney planina uygun besi ortaminda
hazirlanmis ilag ¢ozeltileri (100 pL) eklendi. Hiicreler istenilen siirelerde 37°C’deki % 5 CO2
bulunan inkiibatérde inkiibasyona birakildi. WST-1 reaktifinden her bir kuyucuga 10 pl (1/10
diliisyon) eklendi. Hiicreler 37 °C’de 0,5-3 saat inkiibasyona birakildi. 1 dakika karistiricida
karigtirildiktan sonra ELISA plak okuyucu ile 450 nm — referans 630 nm’de 6l¢iim alindi
(125).
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Uygulama: Hiicreler 96 kuyulu plaklara 5000, 6000, 8000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Hiicre adezyonu ve hiicre sayisi duplikasyonu i¢in 24 saat beklendikten sonra ortam
icerikleri istenen konsantrasyonlarda Resveratrol ve Sirtinol igeren ortamlar ile degistirildi.
Inkiibatorde istenen siirelerde (24, 48, 72 sa.) inkiibasyon gergeklestirildikten sonra iireticinin
talimatlarina gére WST-1 canlilik analizi gerceklestirildi. Elde edilen verilere gore %50 hiicre
canliligini inhibe edebilen Resveratrol ve Sirtinol dozlar1 belirlendi.

ICso degerleri, konsantrasyon degerlerinin logaritmasina karsilik % canlilik inhibisyon
degerleri ile olusturulan lineer grafikten elde edilen y= a*x+ b denkleminden, x degeri
hesaplandi. % 50 canlilik inhibisyonunu ifade eden 0.5 degeri y yerine yazildi
logx=1Cs0=(0.5-b)/a denklemine gore elde edilen degerin anti-logaritmasi, ICso degeri olarak

hesaplandu.

3.6.2.6. Hiicrelerden Niikleer ve Sitoplazmik Fraksiyon Eldesi

SIRT1 protein ekspresyonu ve enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in SIRT1’in yogun olarak
bulundugu hiicrelerden niikleer fraksiyon izole edildi.

NE-PER®© Kkit, niikleer ve sitoplazmik ekstraksiyon reaktifleri kiiltiire edilmis hiicreler ya da
dokulardan sitoplazmik ve niikleer ekstraktlarin asamali olarak ayrimlanmasmi saglar.
Calismadaki tiim islemler kit protokoliine uygun olarak ger¢eklestirildi:

Deney gruplarina gore gerceklestirilen uygulamalar sonrasinda hiicreler, tripsin-EDTA
ile topland1 ve daha sonra 5 dakika 500 g'de santrifiij edildi. Hiicre pelleti PBS ile siispanse
edilerek yikand1. Yaklasik 1-10x10° hiicre, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi,
500 g'de 2-3 dakika i¢in santrifiij edilerek pellet olusturuldu. Siipernatant dikkatlice
kaldirilarak atildi ve pelletin olabildigince kuru birakilmasina dikkat edildi. Hiicre pelletine
buz soguklugunda CER I reaktifi eklendi. Hiicre pelleti miktarina uygun reaktif hacimleri
kullanilarak sitoplazmik ve niikleer protein ekstraksiyonuna gecildi. Kullanilan hacimler
sirasiyla, 200:11:100 uL CER I: CER II: NER reaktiflerin hacim oranlarmma gére devam
ettirildi. Hiicre pelletini tam olarak siispanse etmek igin 15 saniye siire ile en hizli ayarda
kuvvetlice vortekslendi. Tiip 10 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Tiipe buz
soguklugunda CER II ilave edildi. Tiip en yiiksek ayarda 5 saniye vortekslendi.1 dakika buz
iizerinde inkiibe edildi. Yiiksek ayarda 5 saniye vortekslendi. Mikrosantrifiijiin en yiiksek
hizinda +4 °C’de 5 dakika santriifiij edildi (~16,000g) Siipernatant hemen Onceden

sogutulmus temiz bir tiipe aktarildi. Kullanilana kadar tiipler buz iizerine yerlestirildi veya

38



depoland: (Depolama -80 °C). Nukleusu igeren siipernatanti alindiktan sonra kalan
¢coziinmeyen (pelet) fraksiyonu buz soguklugunda NER’de siispanse edildi. 15 saniye boyunca
en yiiksek ayarda vorteks yapildi. Ornek buz iizerine yerlestirildi ve toplamda 40 dakika
icerisinde, 15 saniye boyunca her 10 dakikada bir vorteks islemine devam edildi. Tiip 10
dakika boyunca mikrosantrifijde +4 °C’de maksimum hizda (~ 16,0009) santriflij edildi.
Stipernatant hemen 6nceden sogutulmus temiz bir tiipe aktarildi. Tiip buz ilizerine yerlestirildi.

Sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlar kullamlincaya kadar -80 °C’de depolandi (126).

3.6.2.7. BCA Protein Tayini

Yontem prensibi: Niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilan hiicrelerin total protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin BCA (Bikinkoninik asit) protein tayin kiti (Thermo-
Pierce BCA kit) kullanildi. Yontemin temeli, alkali kosullarda proteinlerde bulunan tirozin

*2 jyonunun Cu*™ iyonuna indirgenmesi sirasinda BCA

aminoasit kalintilar1 tarafindan Cu
reaktifinin renk degistirmesine dayanmaktadir. Olusan renk siddeti 562 nm dalga boyunda

sleiiliir (127, 128).

Uygulama: Yapilan enzim aktivitesi ve western blot analizlerinde protein degerlerinin
esitlenebilmesi i¢in tiim 6rneklerde protein miktar1t BCA yontemi ile belirlendi.

Ornekler ve 0,025-2,0 mg/ml aras1 degisen konsantrasyonda BSA standartlar1 ayni1 plaga
25 ul olacak sekilde pipetlendi ve her bir 6rnek 200 ul BCA reaktifi ile karistirilarak plak
37°C’de 30 dk. bekletildi. Siire sonunda plak okuyucuda kolorimetrik olarak 562 nm’de
okuma gerceklestirildi. Elde edilen absorbans verilerine karsilik gelen BSA standart
konsantrasyonlar1 ile standart grafigi c¢izildi. Standart grafiginden elde edilen y=ax+b

denklemi kullanilarak 6rneklerin total protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.6.2.8. SIRT1 Aktivite Analizi

Yontem prensibi: SIRT1 enzim aktivitesi fluorometrik olarak olgiilmektedir. Fluorometride,
madde konsantrasyonu, fluoresans isimanin l¢iimii ile tayin edilmektedir.

Bu yontemle, insan rekombinant ve Ornek igerisinde bulunan SIRT1 enzimi tarafindan,
substratin NAD bagimli deasetilasyonu sonrasinda bir fluorofor olusumu saglanarak
Developer Il reaktifine duyarli hale getirilmektedir. Olusan fluorofor, 360 nm’de yayilan 11k

ve 460 nm’de emilen 151k bir fluorometre cihazi ile 6lgiilmektedir. Reaksiyon sirasinda NAD,
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Nikotinamid (NAM) ve O-asetil-ADP-riboz olusturabilmek icin tiiketilmektedir (Fluor-de-
Lys® SIRT1I fluorometric drug discovery assay kit ©) (Sekil 13) (129).

Pl de Lo -SIRTY

j SIRT1
MAM

Ol c-ADP-ribose A
Pl e Lys*-SIRTY

+
MHy

| Fluex de Lya™

Developer I
T
360 nm 460 nm
\VAVAVAV \VAVAVAW

Sekil 13. Fluoresans temelli SIRT1 enzim aktivite reaksiyonunun sematik gosterimi (129).

Yontem:

Resveratrol, sirtinol, sirtinol ve resveratroliin birlikte uygulanmasi sonrasi degisen SIRT1
enzim aktivite degerleri fluorometrik analiz ile belirlendi. SIRT1 Fluorometrik Aktivite kiti ©
protokoliine gore uygun enzim-substrat konsantrasyonlar1 segilerek fluoresans temelli SIRT1

enzim aktivite reaksiyonunun gerceklestirilmesi saglandi (129).

Standart grafiginin olusturulmasi: 0,0-0,30 U/uL araliginda rekombinant SIRT1 enzimi
analiz tamponu yardimiyla seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda SIRTI1 aktivitesi igin

standart grafigi olusturuldu.

Uygulama: Enzimatik reaksiyon igin 125 pM SIRT1 deasetilaz substrati ve 2500 pM SIRT1
NAD substrat1 ara stok olarak analiz tamponuyla hazirlandi. Her bir kuyucuga SIRT1
deasetilaz substrat ara stok ¢ozeltisinden 10’ar pL ve SIRT1 substrati NAD ara stok

cozeltisinden 10’ar pL konuldu. Hiicrelerden izole edilen niikleer fraksiyonlar her bir
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kuyucuga 10’ar L ilave edildi. Ornekler, protein konsantrasyonuna gére hesaplanarak uygun
seyreltmelerle standart grafikteki deger araligna girecek sekilde kullanildi. Her kuyucuga 25
pL analiz tamponu konuldu. Kontrol olarak drnek hacmi yerine analiz tamponu kullanildi.
Sirtinol inhibisyon kontrolii olarak Sodyum Suramin (pozitif kontrol) ile 37 °C’de 10 dakika
inkiibasyon yapildi. Bu sirada, Developer 11/2 mM Nikotinamid, plaga konulmadan 30 dk
once hazirlanma kosuluna dikkat edildi. 45 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Eksitasyon 360

nm, Emisyon 460 nm’de fluorometrik olarak 6l¢iim alindi (130).

3.6.2.9. Akis Sitometrik Apoptoz Analizi

Yontem Prensibi: Resveratrol, sirtinol, sirtinol ve resveratroliin birlikte uygulanmasinin yol
act1ig1 apoptotik hiicre Oliimiinii saptamak amaciyla Annexin-V/Pl analizi yapildi. Yontem
apoptoz sirasinda Annexin-V ve membran biitiinligii bozulmus hiicre i¢ine giren Propidium
iodide (PI) fluoresan boyalarmin molekiillere baglanmasi ile apoptotik/nekrotik hiicrelerin
belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Normalde hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan bir
membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin apoptotik hiicre 6liimii sirasinda aminofosfolipid
transferaz enzimiyle hiicre membraninin i¢ ylizeyinden dis ylizeyine donen molekiillerinin
Ca*? iyonu varliginda fluoresan boya Annexin-V ile baglanmasi sonucu apoptotik hiicre dliim
ylizdesi Dbelirlenmektedir. Saghkli hiicrelerde hiicre igine giremeyen ve DNA’ya
baglanamayan Pl boyasi ise hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmasi ile hiicre igine gegerek

DNA’ya baglanarak nekrotik hiicre 6liim yiizdesini belirtmektedir (131, 132).

Uygulama: 6-kuyulu kiiltiir kaplarmin kuyucuklarma 5x10° hiicre/kuyucuk ekim yapildi. % 1
FBS iceren ortamda inkiibasyonlar1 gerceklestirildi (Starvasyon asamasi). 24 saat
beklendikten sonra kuyucuklarin ortamlar1 belirlenen konsantrasyonlarda kontrol (% 0,01
DMSO), resveratrol, sirtinol ile uygulama orneklerinde 24 saat siire ile 6-kuyulu kiiltiir
kaplarmnin icerdigi besi ortamlar1 ayr1 tiiplere aktarildi. Hiicreler tripsinize edilerek kaldirildi
ve kendi tiiplerine aktarildi. Kuyucuklar son olarak PBS yikanarak tiiplere aktarildi. Hiicre
stispansiyonu 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atild1 ve her bir pellet FITC
Annexin-V Apoptosis Detection Kit 1© igeriginde olan 1 ml 1X Baglanma Tamponu ile
stispanse edildi. Her bir tiipten 100’er pl ayr1 bir tiipe aktarildi ve iizerine PI Boyama

Soliisyonu ve FITC-Annexin V Boyama Soliisyonundan 5’er ul eklendi ve tiipler karanlikta 15
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dakika inkiibe edildi. Her bir tiipe 400’er pl 1X Baglanma Tamponu ilave edildi ve akis

sitometre cihazinda 1 saat i¢erisinde 6lglim gergeklestirildi.

3.6.2.10. Western Blot Analizi

SIRT1 ve p53 protein ekspresyonlarinin saptanmast i¢in western blot analizi
gerceklestirildi.
Yontem Prensibi: Blotlama teknigi; proteinlerin bir jel matriksinde ayrimlanmasi, kat1 faza
aktarilmasi ve spesifik bir prob kullanilarak belirlenmesini saglayan bir siirectir. Blotlama
teknigi temel olarak 1. Elektroforez, 2. Proteinlerin membrana transferi, 3. Bloklama, 4.
Antikor uygulama, 5. Belirleme ve 6. Sonuclarin analizi olmak tizere 6 basamaktan
olusmaktadir. Western Blotlama, bir proteinin varliginin ve ekspresyon diizeyinin semi-

kantitatif olarak belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.

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

Bir protein karisiminda proteinleri sadece biiylikliiklerine gére ayirmak tizere kullanilan
SDS-PAGE (Polyacryamide Gel Electrophoresis) elektroforezidir. Bu teknigin temeli yiikli
molekiillerin elektrik alanda yiiklerinin zit yoniine dogru go¢ etmesine dayanir. SDS
varliginda negatif yiikle yiiklenen proteinlerin ayni1 zamanda denatiire olarak primer yapida
kalmalar1 saglanmaktadir. Poliakrilamid jel de, farkli biiyiikliikteki proteinlerin elektriksel
alanda farkli hizlarda go¢ ederek birbirlerinden ayrilmalarimni saglamaktadir (133, 134).

Uygulama:
= Camlarin Temizlenmesi:
Daha Once deterjanla yikanmis olam camlar (1mm’lik) sirayla, sicak su, distile su ile

yikanarak etil alkol ile toz birakmayan bir bez yardimiyla dikkatlice silindi.

= Aymrca ve Paketleyici Jellerinin Hazirlanmasi:
1. Aymricr jel 15 mL’lik falkon tiipii igine TEMED ve APS en son olacak sekilde asagidaki

gibi hazirlandi. APS polimerizasyon katalizorii oldugu i¢in jel dokiilmeden hemen 6nce ilave
edildi.
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2. 1k énce, ayiric1 jel (%40 29:1 Akrilamid-bisakrilamid, 1.5M Tris/Hcl pH 8.8, %10 SDS,
%10 APS, TEMED ve distile su) hazirlandi. Proteinin molekiil agirhgmna uygun olarak
istenilen yiizdede jel (%12) se¢ildi.

3. APS ilave edilir edilmez iki cam arasma dolduruldu. Jelin oksijen ile temasini1 kesmek i¢in
jelin lizerine 1’er ml n-propanol dokiildii.

4. Jelin polimerize olmasi igin 20-30 dakika beklendi.

5. Jel iizerindeki isopropanol filtre kagidi ile emdirilerek veya jel kaseti hafifce egilerek atildi.
6. Paketleyici jel de %5’lik hazirlanarak ( %40 akrilamid, 0.5M Tris/Hcl pH 6.8, %10 SDS,
%10 APS, TEMED, distile su) ayiric1 jelin lizerine dokiildii ve hizlica tarak yerlestirildi.

7. Polimerizasyonun olmasi i¢in 20-30 dakika beklendi

* Protein Orneklerinin Western Blotlama icin Hazirlanmas::
Kuyucuk basina yaklasik 15 pL hacimde 6rnek yiiklenecegi i¢in: 15-30 pg proteine esdeger
ornek hacmi, liziz tamponuyla (1x proteaz inhibitor kokteyli iceren) 12 uL’ye tamamlanda.
Laemmli 6rnek tamponu (60 mM Tris-Cl pH:6.8, %2 SDS, %10 gliserol, %5 pB-
merkaptoetanol, % 0,01 bromfenol mavisi (5x)) 1x olacak sekilde her 6rnek igin 3uL olarak
hesaplandu.

Ornekler hazirlanarak, 95 °C’de 5 dk siire ile denatiire edildi ve hemen buz icine alind.

= Proteinlerin Jelde Yiiriitiilmesi:
1. Jel kasetleri elektroforez tankina yerlestirildi.
2. iki kaset aras1 1X yiiriitme tamponu (25 mM Tris-baz, % 0.1 SDS, 192 mM Gilisin) ile
dolduruldu.
3. Hazirlanan 6rnekler yiikleme i¢in kullanildi.
5. Ik kuyucuga 3 uL Molekiiler Marker (10-250 kDa) yiiklendi.
6. Jel kuyucuklarina 6rnek tamponu ve liziz tamponuyla seyreltilmis 15-30 pg protein iceren
ornekler yiiklendi.
7. Tank hizasma kadar 1X yiirlitme tamponu ile dolduruldu.
8. Gii¢ kaynag1 80/100V’a ayarlanarak 2,5-3 saat yiiriitiildi.
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= Jelde Bulunan Proteinlerin MembranaT ransferi:
Yontem, jel ylizeyine dik bir elektrik akimi uygulanarak eksi yiiklii proteinlerin jelden ¢ikarak
hemen tizerinde bulunan pozitif yiiklii membrana adsorbe olmalarmi saglayan elektroforetik

transfer ilkesine dayanmaktadir.

* Yan-kuru transfer:
1. Calisma oncesi Nitroselliiloz transfer membrani (her jel igin 1 adet) ve Whatman filtre
kagitlar1 (her jel i¢in 2 adet) 8,3 x 5,8 cm boyutunda kesilip hazirland:.
2. PVDF membranin, transfer dncesi 1 dakika metanolde 1slatilarak aktive edilmesi saglandi.
Distile suda calkalandiktan sonra transfer tamponunda nétralize edildi. Whatmann kagitlar: 1
X transfer tamponunda (25 mM Tris-baz, 192 mM Glisin, % 20 metanol) islatildi.
3. Jeller kasetlerden c¢ikarildi. Jelin yirtilmamasi i¢in iki cam arasina bir miktar yiiritme
tamponu dokiilerek islem kolaylastirildi.
4. Jellerin tarak kisimlar1 kesildi. Jelin markerin sag tarafi olan sag uc¢ kismina bir ¢entik
atildu
5. Jeller transfer i¢in en alta Whatman — Membran — Jel ~-Whatman seklinde yar1 kuru transfer
aparatina yerlestirildi.
6. Jeller yerlestirildikten sonra ruler ile hava kabarciklar1 giderildi.
7. Turbo Blot transfer cihazinda Standart SD programi secilerek jelin membrana transferi
yapild.

8. 30 dakika sonunda jelde bulunan proteinlerin membrana ge¢gmesi saglandu.

* Islak Transfer:
1. Elektroforez sonrasi sistemden ¢ikarilan jel, 1X transfer tamponuna alindiktan ve PVDF
membran aktiflestirildikten sonra, transfer kasetlerinin igerisine sirasiyla kece, Whatman
kagidi, membran, jel, tekrar whatman ve tekrar kege konularak kasetler kapatildi.
2. Islak transfer kasetleri ve buz blok transfer tankina yerlestirildi ve tank 1X Transfer
Tamponu ile dolduruldu.
3. Tankin igerisine manyetik bar yerlestirilerek karistirict ile tamponun igerisindeki iyonlarin
stirekli olarak hareketi saglandi.

4. Cihaz 140 mA 18 saate ayarlanarak +4 °C’de transfer islemi gerceklestirildi.
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= Transfer Sonrasi Islemler:
1. Membran Ponceau-S ile yikanarak proteinlerin membrana gecip gegmedigi kontrol edildi.
2. Jeldeki protein kalintilarint belirlemek amaciyla, Coomassie boyasinda oda sicakliginda 4
saat ya da gece boyu calkalayicida bekletildi. Yikama icin %67.5 distile su, %7.5 asetik asit
kullanild.

= Bloklama
1. Membran % 5 siit tozu/1X TBST (Bloklama tamponu) ile oda sicakliginda 60 dk.
karistiriciya konuldu.
2. Bloklama sonrasi membran 1X TBST (10 mM Tris-HCI, 140 mM NacCl, % 1 Tween-20
pH:7.4) ile 2 kere calkaland1.

* Primer Antikorla Muamele:
Primer antikorlar, %0.1 -%5 yagsiz siit tozu 1XTBST igerisinde istenilen konsantrasyonda
hazirland1.
1. 4 °C’de gece boyu primer antikorla calkalayici lizerinde inkiibe edildi.
2. Membran primerden sonra 1X TBST ile 2 kere ¢alkalandi.
3. Membran 1X TBST ile 1x15dakika, 3x5 dakika yikandi.

= Sekonder Antikorla Muamele:
Sekonder antikorlar, %0,1 - %5 yagsiz siit tozu 1X TBST i¢inde (tercihen %5) hazirlandi.
1. Kullanilan sekonder antikor icin Onerilen siirelerde ve konsantrasyonlarda antikor
muamelesi yapildi. Oda sicaklifinda 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyon gerceklestirildi.
2. Siire sonunda, membran 1X TBST ile 2 kere calkaland:.
3. Membran 1X TBST ile 1x15dakika, 3x5 dakika yikandi.

= Bantlarin Goriintiilenmesi ve Analizi:
1. Film banyo cihaz1 15 dk 6nce acilarak cihazin 1sinmasi saglandi.
2. Karanlik odada membran bagina 1 ml ECL-Plus reaktifi: (A:B 40:1, 1000ul A + 25 ul B)
hazirland1.
3. Membranlar 1 ml ECL plus reaktifi ile 5 dk muamele edildi.
4. Karanlikta film kasetinin i¢ine asetatlar yerlestirildi ve arasina membranlar yerlestirildi.

Asetatlar 1slaklik kalmamasi i¢in mendille temizlendi.
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5. Film bir kenarindan kesilerek veya isaretlenerek kasete yerlestirildi. Kemiliiminesans
isimanin siddetine gore 10 s’den itibaren 1-5-10-30 dakika bekletildi.
6. Film banyo cihazina verildi.

7. Protein bant goriintiilerinin dansitometrik analizi Image J programu ile gergeklestirildi.

3.6.2.11 Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yontem Prensibi: Ger¢ek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiklarinda fluoresan sinyal veren boyalar (6rn, SYBR Green) ya da 6zel problar
kullanilarak amplifikasyona baglit DNA artisi ile olusan fluoresan sinyalinin kantitasyonunu
yapan bir PZR teknigidir. Bu teknik; tekrarlanan {i¢ termal dongii temeline dayanmaktadir: 1)
Denatiirasyon: Kalip DNA 90-95 C’de denatiire edilerek c¢ift sarmal yapidaki DNA
zincirlerinin fiziksel olarak birbirinden ayrilmasi saglanir. Elde edilen iki DNA zinciri, Taq
polimeraz (DNA polimeraz) i¢in bir kalip gorevi goriir. 2) Primer Baglanmasi (Annealing):
Bu basamakta sicaklik 55-65 °C’ye diisiiriilerek hedef bolgeye komplementer olan primerlerin
DNA zincirlerine baglanmasi saglanir. 3) Zincir uzamasi (Extension): Bu basamak, Tag
polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75 °C arasinda gerceklestirilir ve aktiflesen
Taq polimeraz secici olarak hedef bolgeyi cogaltir. Bu ii¢ adim bir PZR dongiisiinii olusturur
ve yaklasik 25-30 dongii sonrasi hedef bdlgenin milyarlarca kopyas: (amplikon) elde edilir
(135).

Ayni cihaz igerisinde hedef bolgenin hem ¢ogaltma islemi, hem de ¢ogaltilan {iriinleri
saptama islemi yapilabilmektedir. Ayrica tlipler agilmadan test tamamlandigr igin
kontaminasyon riski de oldukca smirhidir. Gergek zamanli PZR’de amplifikasyon sonrasinda
elde edilen iirtin varliginin saptanmasi ¢esitli sekillerde yapilabilir. Bunlardan birincisi 6zgiil
olmayan bir yontem olan ¢ift zincirli DNA boyalarinin kullanilmasidir. Bu amagla en sik
kullanilan boya SYBR Green I’dir. Primerlerin baglanmasini takiben gergeklestirilen
polimerizasyon asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan
boya miktar1 artar ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenir. Elde edilen
floresansin istenen hedef bolgenin amplifikasyonuyla mi gerceklestigi, yoksa non-spesifik bir

irtin mii oldugunu anlayabilmek igin “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir (136, 137).
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Uygulama:

RNA izolasyonu:

v Hiicreler inkiibasyon siiresi doldugunda tripsinize edilerek toplandi ve 1x 10°
hiicre/ ml konsantrasyonunda olacak sekilde PBS ile resiispanse edildi.

v Maksimum 1 x 10° hiicre olacak sekilde ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiine ayrildi.
Hiicreler 2000 rcf (relative centrifugal force) +4°C de santrifiij edildi ve
slipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelletine zarar vermeksizin 5 pL’den fazla PBS
kalintis1 brrakilmamasina 6zen gosterildi.

v Bu agamadan sonra her bir 6rnek igin (pelet) RNA stabilizasyonuna ve genomik
DNA’nm uzaklastirilmasini saglayan ve orneklerden RNA saflagtirma asamasini
ortadan kaldiran iScript™ RT-qPCR o6rnek hazirlama reaktifi ile 6rnekler RT-
gPCR analizine hazir hale getirildi.

v Bu amagla iScript™ RT-qPCR 6rnek hazirlama reaktifi her bir pellet {izerine 100
ul olarak eklendi ve 6rnekler orta ayarda (6-10) 30 saniye vortekslendi.

v  Elde edilen RNA izolasyonu saglanmis ve genomik DNA’s1 uzaklastirilmis
ornekler 15,000 rcf de 2 dakikada santrifiij edildi ve siipernatantlar pellete
bulastirilmadan dikkatlice toplandi.

v’ Siipernatant buz lizerine almarak Reverse transkripsiyon reaksiyonuna devam
edildi.

cDNA sentezi

RT-PCR igin reverse transkripsiyon siiper karisimi (BIORAD iScript™ ) kullanilarak

elde edilen RNA 6rnekleri iireticinin talimatlarina gére cDNA sentez islemi gerceklestirildi.

Tablo 4’te bulunan reaktifler kullanilarak ¢cDNA sentez reaksiyonu olusturuldu. cDNA

sentezinin kontrolii, B-aktin housekeeping geni ile gercek zamanli PZR ile gerceklestirildi.
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Tablo 4. cDNA sentezi igin kullanilan reaktifler ve hacimleri.

Bilesen Hacim/reaksiyon

5x  iScript  reverse transcription | 4 uL

supermix

RNA template (1 ug-1 pg total RNA) 5uL
DNaz/RNaz igermeyen dH>O 11 pL
Total hacim 20 uL

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1. Forward ve Reverse Primerlerin hazirlanisi:
Liyofilize olarak elimize ulasan HSTL-1 gen seti primerleri lireticinin talimatlarma gore 40
puL niikleaz icermeyen su ile ¢oziindiiriildiigiinde 10 uM stok elde edildi. 10 pL primer + 90
puL niikleaz bulunmayan su kullanilarak 1 pM konsantrasyonda bir plate olarak hazirlandi.

Giinliik kullanimda +4 °C’de sonrasi i¢in -20 °C’de saklandi.

2. Reaksiyon Karisima Hazirhgi ve Termal Dongii Protokolii

Tablo 5. PZR reaksiyon karigimi hazirhigi.

Reaksiyon Hazirlig
Bilesen 10 pL Reaksiyondaki hacim Son konsantrasyon
SYBR®Green supermix (2x) 5uL 1x
Forward ve reverse primerler 1 uL 250-500 nm
Template (cDNA) Degisebilir cDNA: 100 ng-100 fg
genomik DNA: 50 ng-5 pg

Nukleaz icermeyen H>O Degisebilir -

Total reaksiyon karigimi 10 uL -
hacmi
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Termal Dongii Programa:

e Polimeraz aktivasyonu ve DNA denatiirasyonu i¢in 95 °C’de 3 dk,

e Amplifikasyon asamasinda 6n denatiirasyon islemi i¢in 95 °C’de 10 s,

e Annealing/Uzama+Plak Okunmasi i¢in 58 °C’de 45 s
Dongii sayis1 45 olarak belirlendi. Erime Egrisi analizi i¢in de 65 °C- 95 °C araliginda 0,5
°C’lik sicaklik degisim bilgileri cihazda kayitli programa yiiklenerek islemler gerceklestirildi.

3. Sonuclarin Analizi
Her bir 6rnege ait hedef genin gen ekspresyonu, eslenik housekeeping (GAPDH) gen
ekspresyonuna oranlanarak normalize edildi ve 224C9 yontemi ile de“Rélatif Kantitasyon”
islemi gerceklestirildi. Hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.
ACq kontrol= kontrole ait hedef genin Cq degeri- kontrole ait referans genin Cq degeri
ACq 6rnek= 6rnege ait hedef genin Cq degeri- 6rnege ait referans genin Cq degeri

Rolatif hedef gen ekspresyonu; 2(ACa omek-ACqkontrol) — 5-AACq
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3.7.  Arastirma Plam ve Takvimi

Aragtirmanin plani ve takvimine ait akig grafigi Sekil 14°te gosterilmistir.

Mayis 2012-Ocak 2013

Literatiir Tarama ve Projenin Olusturulmasi

Ocak 2013-Aralik 2013

Proje onerisinin kabul edilmesi, Kimyasal madde temini, hiicre hatlarinin
cogaltilmasi, karakteristiklerinin belirlenmesi

!

Arahk 2013- Mart 2014

HCT116 hiicre hatlarinda Resveratrol ve Sirtinoliin ICso degerlerinin
belirlenmesi

!

Mart 2014-Temmuz 2014

Hiicrelerin niikleer ve sitozolik fraksiyonlara ayrilmasi ve Hiicrelerde SIRT1
aktivitesinin belirlenmesi

VL

Temmuz 2014-Subat 2015

Belirlenen doz ve siirelerde Resveratrol ve Sirtinol uygulamalar ile SIRT1
aktivite degisiminin belirlenmesi

!

Subat 2015-Nisan 2015

HCT116 hiicrelerinde Annexin V/ Akis Sitometrik olarak Apoptoz/Nekroz
yiizdelerinin saptanmasi

Nisan 2015- Haziran 2015

Real Time PCR yontemi ile tiim gruplarda secilen gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi

v

Haziran 2015-Eyliil 2015

Bulgularin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

!

Eyliil 2015-Kasim 2015

Tez vazzmi

Sekil 14. Arastirma plan1 ve takvimi akis grafigi.



3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Calismamizda iki grup arasindaki karsilastirmalar i¢in, Graphpad Prism 5.04 programi
kullanilarak istatistiksel analizler Student’s t-testi ile gergeklestirildi ve p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler Ortalama+ Standart Hata seklinde verildi.

3.9. Arastirmamin Simirhiliklar
Calisma in vitro bir calismadir. Calismamizin kisithiliklar::

e SIRT1 aktivitesinin inhibisyonunda kullanilan sirtinoliin kontrolii olarak siRNA
yontemiyle SIRT1’in susturumunun saglanmasi ile ikinci bir inhibisyon kosulunun
saglanamamasi.

e mRNA diizeyinde ekspresyonlar1 belirlenen genlerin protein yansimalar1 gosterilerek
hiicresel etkilerine iliskin daha dogru ¢ikarimlarda bulunulamamasi.

e (Calismanin in-vivo ¢aligma ile desteklenememesi.

3.10. Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu,
14/02/2013 tarih ve 2012/11-02 karar numarasi ile 871-GOA protokol numarali ¢alismamizin

etik acisindan sakincali olmadigina karar vermistir (EK-1).
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4 BULGULAR
4.1. Hiicre Karakteristiklerinin Belirlenmesi

4.1.1. HCT116P%3¢") ve HCT116P%(") Hiicrelerinin Morfolojik Gériiniimii

Sekil 15. HCT116™3" ve HCT116P°) hiicrelerinin mikroskop goriintiileri A.
HCT116P%3¢ hiicreleri, B. HCT116P%") hiicreleri.

4.1.2. HCT116P%3t) yve HCT116P3") Hiicrelerinin Katlanma Zamanlarinin Belirlenmesi

Calismamizda kullandigimiz HCT116 kolon kanser hiicrelerinin ikiye katlanma
zamanlar1 www.doubling-time/compute.php internet sitesine 24, 48, 72 sa. hiicre sayim
sonuglarinin girilerek sitedeki hesaplama programindan elde edilen veriler dogrultusunda
HCT116P%3¢ hiicrelerinde 23.56 sa. (Sekil 16); HCT116P*¢) hiicrelerinde 22.09 sa. (Sekil
17) olarak belirlendi.

AdChoices [>

Several Time Points
-b Cell Culture

Paste your data here Doubling Time = 23.56-mz00204 &.7’ Calculator

le time- nt):
(:D-,:%oenlnme amount) Growth Rate = 0.0294 » Cell Growth

24 1013000 Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
3: 287000 - Equation : amount=511487.30857" 024 time
3896000 Att=0, calculated cell concentration = 511487 3985

1 i
Enponential regression

4000000 ‘>

Whatis the 1% column ? 200 .
Time @ 2000000
Amount 1000000
;

L] 20 40 50 &0

Sekil 16. HCT116P3*) hiicrelerinin katlanma zaman.
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AcChoices [>

Several Time Points
mb Cell Cutture

Paste your dath here Doubling Time = 22.09.12/0031¢ = Calcubator
> Cell Growth

(couple ime-amount) Growth Rate = 00314
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation - amount=431487 7822 0314"time

Att=0, calculated cell concentration = 431487 7822

Exponential regression

What is the 1*! column 7
Time @

Amount

submit

Sekil 17. HCT116P*) hiicrelerinin katlanma zamani.

Sonug olarak, iki hiicre hatt1 ile paralel calismalar yapilacagindan hiicrelerin katlanma
zamanlar1 23 sa. olarak kabul edildi. Calismamizdaki deney kosullar1 hiicrelerin katlanma

zamanlar1 dikkate alinarak olusturuldu.

4.1.3. HCTI116 Kolon Karsinoma Hiicre Hatlarinda p53 Protein Ekspresyonunun Western
Blotlama Yontemi Ile Dogrulanmasi

HCT116 kolon karsinoma hiicre hatlarinda p53 protein ekspresyonunun varligini ve

yoklugunu dogrulamak amaciyla Western blotlama yontemiyle p53 protein ekspresyon

seviyeleri belirlendi.

p53(+/+) hiicreleri p53(-/-) hiicreleri

’ p53 (53 kDa)
[ ——r— ———m—— | P-tKlin (42 kDa)

Sekil 18. HCT116P3**) ve HCT116P*) hiicre hatlarinda niikleer lizatlarda p53 protein

ekspresyonu.

HCT116P>® hiicrelerinde p53 protein bantlarmnm varhigi, HCT116P*") hiicrelerinde

p53 protein bantlariin yoklugu ile hiicrelerin p53 ekspresyon durumu belirlendi (Sekil 18).
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4.2. HCT116P%3t+%) ye HCT116P>3") Hiicre Hatlarinda Hiicre Canlihik Analizi
4.2.1. Resveratroliin Hiicre Canliligina EtKisi

HCT116P53(*) ve HCT116P3(") hiicrelerinde 24-72 sa. 0-80 pM konsantrasyonlarinda
Resveratrol uygulamasi ile WST-1 canlilik analizi gergeklestirildi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde; HCT116P%**) ve HCT116P53(") hiicreleri i¢in resveratroliin uygun doz

ve stiresine karar verildi.

HCT116P53 ¢/) Hiicre Hatt1

200
180
160 I
140
120 -
100 -
80
60
40
20

— 24 saat
== 48 saat

% canhilik

72 saat

0 10 20 40 60 80
Resveratrol konsantrasyonu (umol/L)

Sekil 19. HCT116P3®*™) hiicre hattinda 0-80 uM Resveratrol konsantrasyonlarinm 24-72 sa.

inkiibasyonu ile % canlilik degerlerinin degisimi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez
tekrarlanmigtir).
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B HCT116 >3 /) Hiicre Hatti
120

100 -—i‘

80

N

% canlihk
D
S

72 saat

0 10 20 40 60 80
Resveratrol konsantrasyonu (umol/L)

Sekil 20. HCT116P%) hiicre hattinda 0-80 pM Resveratrol konsantrasyonlarmin 24-72 sa.
inkiibasyonu ile % canlilik degerlerinin degisimi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez

tekrarlanmigtir).

Sonuc: HCT1163**) hiicrelerinde resveratroliin 1Cso degerleri 48 saat uygulama ile 54 uM
ve HCT116P>3(") hiicreleri i¢in de 31 pM olarak belirlendi. Bu verilere gore, HCT116P>3()
hiicrelerden elde edilen degerler referans olarak alindi ve her iki hiicre hattinda
uygulanmasma karar verildi. Hiicre canhlimmin 72 saatte c¢ok azalmasi gbéz Oniine
almdigindan 48. saatteki ICsp degerinin 48 saat ve 60 uM olarak tiim deneyler igin
kullanilmasina karar verildi (Sekil 19, 20).

4.2.2. Sirtinol’iin hiicre canliligina etkisi

HCT116P3(/") ve HCT116P3(") hiicrelerinde 24-72 sa. 0-80 uM konsantrasyonlarinda
Sirtinol uygulamasi ile WST-1 canlilik analizi gergeklestirildi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde; HCT116P53(/*) ve HCT116%3(") hiicreleri i¢in Sirtinol’iin uygun doz ve

stiresine karar verildi (Sekil 21,22).
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HCT116P%3 ¢/*) Hiicre Hatt1
150

140 A
130
120 -

110 5421
100 - A"\

80

== 24 saat
70 %\ +
gg == 48 saat

40 1 ==fe=T2 saat
o b
20
10 1
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 80
Sirtinol konsantrasyonu (umol/L)

% canlihk

Sekil 21. HCT116P3*) hiicre hattinda 0-80 pM Sirtinol konsantrasyonlarmm 24-72 sa.

inkiibasyonu ile % canlilik degerlerinin degisimi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez
tekrarlanmustir).

HCT116r52 () Hiicre Hatti
140
120
100 - T
=<
= 80 -
g == 24 saat
] 60 E o
N3 =48 saat
40 72 saat
20
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 80
Sirtinol konsantrasyonu (umol/L)

Sekil 22. HCT116P3%) hiicre hattinda 0-80 uM Sirtinol konsantrasyonlarmin 24-72 sa.

inkiibasyonu ile % canlilik degerlerinin degisimi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez
tekrarlanmugtir).
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Sonug¢: Hiicre canlilik analiz sonuglarima gore, sirtinoliin SIRT1 aktivitesini maksimum
diizeyde baskilayabilecegi ve en fazla % 50 oraninda hiicre canliligini azaltan doz olan 48.
saatteki dozu segildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in de sirtinol doz ve siiresi 60 uM ve 48 saat olarak

belirlendi.

4.3. 1Cso dozunda Resveratroliin Apoptotik Etkilerinin Degerlendirilmesi

HCT116P3(/ ve HCT1163() hiicrelerinde, WST-1 analizine gore belirlenmis doz ve
stirede, 60 uM Resveratrol ve 60 puM Sirtinol ile 24 ve 48 sa. inkiibasyon siiresinde
gerceklesen hiicre 6liim tipi (apoptotik/nekrotik) akis sitometrik Annexin-V/ Pl yontemi ile
degerlendirildi.

4.3.1. HCT116P%3(") ve HCT116P3(H) Hiicrelerinde 24 saat Uygulanan Resveratroliin
Apoptotik Etkileri

60 uM resveratrol ve sirtinol ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu
dogrulandi. HCT116P*® hiicrelerinde gerceklestirilen ¢alismada, kontrol grubunda %15.5,
sirtinol uygulamasi ile %33.8 ve resveratrol uygulamas ile %34.9 oraninda apoptotik hiicre
yiizdesi belirlendi. Kontrol grubuna gore sirtinol uygulamasi ile p=0.0188 ve resveratrol
uygulamasi ile p=0.0042 diizeyinde anlamli olarak canli hiicre yiizdesini azalttigi ve iki
uygulamanin da p<0.0001 diizeyinde anlamli olarak apoptotik hiicre Olimiinii arttirdig:
belirlendi. Ayn1 zamanda iki uygulama ile nekrotik hiicre 6liimiinde kontrole gore anlamli bir

fark saptanmadi (p>0.05) (Sekil 23).
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HCZT116 pS53+ (cort) 24 h 002-All Events HCT11 6 pS3+ (S60+) 24 h 002-All Everts
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10° 10 n* n° 10* 10 n* n°
Annexin-y FITC-A Annexin-v FITC-A
HCT116 pS3+ (REO+) 24 b 002-A1l Evernts 53(+/4)
8 : } HCT116P
EE o 100
3 : . canh
1 6.5% .79 )
L ’ 28;- 76 2 80 &3 total apoptotik
&‘*.:.__ ) % % * nekrotik
o = e *
= 2 60 s
2 7 s “i't?a :}:
i 4 : ]
S o 4o .
= 23 et iy b
273 S b o
I 4.8% s o |
i 2
= ok .
E Kontrol Sirtinol Resveratrol
IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T
10° 10° 1t 10° 24 saat
Annexin- FITC-A

Sekil 23. HCT116P3®*™") hiicrelerinde 24 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 uM
sirtinol uygulamas1 C. 60 uM resveratrol uygulamasi dérnek gosterimleri D. Akis sitometrik
Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 3 kez
tekrarlanmustir) (Kontrol vs deney gruplar1 canli * p<0.05) (Kontrol vs deney gruplar: total
apoptotik ¢ p<0.05) (Kontrol vs deney gruplari nekrotik *p<0.05 istatistiksel anlaml1 fark).

Ayni sekilde HCT1163(/) hiicrelerinde, 24 saatte kontrol grubunda %?11.5, sirtinol
uygulamasi ile %31.9 ve resveratrol uygulamasi ile %27.4 oraninda total apoptotik hiicre
ylizdesi belirlendi. Bu hiicrelerde de resveratrol ve sirtinol uygulamalarinin kontrol grubuna
gore canli hiicre ylizdesini p<0.0001 diizeyinde anlamli olarak azalttig1 ve yine bu diizeyde
apoptotik hiicre 6liim yilizdesini arttirdig1 belirlendi. Sirtinol uygulamas: ile p=0.0299 ve
resveratrol uygulamasi ile p=0.0003 diizeyinde nekrotik hiicre yiizdesinin anlamli olarak

arttig1 belirlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. HCT116P3(") hiicrelerinde 24 sa. Annexin-V/Pl analizi. A. Kontrol, B. 60 uM
Sirtinol Uygulamasi C. 60 uM Resveratrol Uygulamasi 6rnek gosterimleri D. Akis sitometrik
Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 3 kez
tekrarlanmustir) (Kontrol vs deney gruplari canli * p<0.05), kontrol vs deney gruplar: total
apoptotik ¢ p<0.05), kontrol vs deney gruplari nekrotik = p<0.05 istatistiksel anlamli fark).

Sonug: HCT116P3(/") ve HCT116"3") hiicrelerinde 24 saat resveratrol uygulamalari
karsilastirildiginda p=0.0009 diizeyinde anlamli fark gozlendi. HCT116P%®*) hiicrelerinde

resveratrol uygulamasi ile gergeklesen apoptotik hiicre 6liimii, anlamli olarak yiiksek bulundu.
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4.3.2. HCT116P%3(™) ve HCT116P3(H) Hiicrelerinde 48 saat Uygulanan Resveratroliin
Apoptotik Etkileri

48 saat inkiibe edilen HCT116P%(/* hiicrelerinde, kontrol grubunda %16.4, resveratrol
uygulamasi ile %45.7 ve sirtinol uygulamasi ile %24 oraninda apoptotik hiicre ylizdesi
saptandi. Kontrol grubuna gore sirtinol uygulamasi ile p=0.0087, resveratrol uygulamasi ile
p=0.0007 diizeyinde canli hiicre yiizdesini anlamli olarak azalttigi saptandi. Resveratrol
uygulamasinin kontrole gore apoptotik hiicre ¢liimiinii p=0.0059 diizeyinde anlamli olarak
arttirdigl, sirtinol uygulamasi ile p=0.2581 diizeyinde anlamli bir degisim gostermedigi
belirlendi. Her iki uygulama ile de nekrotik hiicre yilizdesinin p<0.0001 diizeyinde anlaml1
olarak arttig1 saptand1 (Sekil 25).

HCT116 p53+ (cont) 48 h 002-All Events HCT116 pS3+ (S60+) 458 b 001-All Everts
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= = = 3
s 3 5 7
=S =
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= T 3 = — 3
ERE ' 0 R
g ] 1.2% g 3 2.8%
o o
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10 0t 10° 10? 10” 0t 10°
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e §_
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= 3 D Q
2 3 : 2
o ] as 0.4% s
o
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T |||||||2 1 |||||||| T |||||||d. T ||||||||s T Kontrol Sirtinol ReSVeratl’O|
10 10 10 10
Annexin-y FITC-A 48 saat

Sekil 25. HCT116P3(") hiicrelerinde 48 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 uM
Sirtinol Uygulamasi, C. 60 uM Resveratrol Uygulamasi ornek gosterimleri. D. Akis
sitometrik Annexin-V/PI analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 3 kez
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tekrarlanmustir) (Kontrol vs deney gruplar1 canli * p<0.05), kontrol vs deney gruplar: total
apoptotik ¢ p<0.05), kontrol vs deney gruplar1 nekrotik = p<0.05 istatistiksel anlamli fark).

Ayni sekilde HCT116%3(/) hiicrelerinde, kontrol grubunda %4.4, resveratrol uygulamasi
ile %40 ve sirtinol uygulamasi ile %16.3 oraninda apoptotik hiicre yiizdesi belirlendi. Kontrol
grubuna gore her iki uygulama ile p<0.0001 diizeyinde hiicre canliliginda azalma belirlendi.
Kontrole gore resveratrol uygulamasinm p=0.0001 diizeyinde anlamli olarak apoptotik hiicre
olimiinii arttirdig1 belirlenirken, sirtinol uygulamasi ile apoptotik hiicre 6liimiinde p=0.2136
diizeyinde anlamli bir degisim saptanmadi. Nekrotik hiicre yiizdesinin de resveratrol
uygulamasi ile p=0.0002 diizeyinde ve sirtinol uygulamasi ile p=0.0294 diizeyinde kontrole
gore anlamli olarak artig gosterdigi belirlendi (Sekil 26).
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Sekil 26. HCT116P*") hiicrelerinde 48 sa. Annexin-V/PI analizi. A. Kontrol, B. 60 pM
Sirtinol Uygulamasi C. 60 uM Resveratrol Uygulamasi. D. Akis sitometrik Annexin-V/PI
analizinin grafiksel ifadesi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmustir) (Kontrol
vs deney gruplar1 canli * p<0.05), kontrol vs deney gruplari total apoptotik * p<0.05), kontrol
vs deney gruplar1 nekrotik = p<0.05 istatistiksel anlamli fark).

Sonu¢: HCT116P3¢") ve HCT116P°") hiicrelerinde 48 saat resveratrol uygulamalari

karsilastirildiginda p=0.1835 diizeyinde anlamli bir degisim gézlenmedi.

4.4. BSA Standart Grafigi
Standart grafigi BCA kit protokoliine gore olusturuldu (Sekil 27).

BSA Standart Grafigi

2.5 -

y =1.0018x + 0.0506
R>=10.9973

Absorbans (562 nm)

0 0.5 1 1.5 2 2.5
BSA konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 27. BSA protein standart grafigi

4.5. SIRT1 Aktivitesinin Degerlendirilmesi
SIRT1 aktivitesini baskilayan sirtinol dozunun belitlenmesi igin HCT116P53(/)

hiicrelerinde farkli sirtinol konsantrasyonlarmdaki inhibisyon incelendi. Belirlenen sirtinol

dozu HCT116P%3") hiicrelerine de uygulandu.
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4.5.1. SIRTI aktivite standart grafigi
SIRT1 Fluorometrik Aktivite Kiti © igeriginde bulunan Rekombinant SIRT1 Enzimi (U)
nin seyreltmeleri ile yonteme uygun olarak AFU (Arbitrary Fluorescence Units) degerleri ve

enzim konsantrasyonu arasinda standart grafigi olusturuldu (Sekil 28).

Rekombinant SIRT1 aktivite standart grafigi
14000
12000
10000
8000

6000
4000
2000

0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Rekombinant SIRT1 Enzim Konsantrasyonu (U/uL)

y = 47031x - 1278.5
R? = 0.9957

AFU (360 nm/460 nm)

Sekil 28. Rekombinant SIRT1 enzim aktivite standart grafigi.

4.5.2. Hiicrelerde SIRTI inhibisyon diizeyleri

24 saat 20-100 pM Sirtinol ve 60-100 puM resveratrol uygulamasi yapilan
HCT116P3( hiicrelerinden elde edilen niikleer fraksiyonlarda SIRT1 aktivite analizi
gergeklestirildi. SIRT1 aktivite analiz kitinde bulunan SIRT1 inhibitorii sodyum suramin (SS)

100 uM konsantrasyonda sirtinoliin pozitif kontrolii olarak kullanildi.
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Sekil 29. HCT116P%®*™ hiicrelerinde SIRT1 enzim aktivite analizi (Ortalama+ Standart Hata,

her kosul 3 kez tekrar edilmistir)

Sonu¢: HCT116P3*™ hiicrelerinde SIRT1 aktivite inhibisyonunu % 58 oraninda saglayan 80

uM sirtinol dozu segildi. Ayn1 zamanda kullanilan resveratrol dozlarinin SIRT1 aktivitesini

arttirdig1 gosterildi (Sekil 29).
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4.6. SIRT1 Protein Ekspresyon Degisimi
4.6.1. HCT116P3C™) Hijicrelerinde SIRTI1 Protein Ekspresyon Degisimi

HCT116P53* hiicrelerinde SIRT1 protein ekspresyon diizeyi K (Kontrol), S (Sirtinol
80 uM, 24 sa.), R (Resveratrol 60 uM, 24 sa.), S+R (Sirtinol 80 uM, 24 sa. + Resveratrol 60
uM, 24 sa.) gruplarinda Western Blot analizi ile semi-kantitatif olarak incelendi.

A
Kontrol S80 uM R60 M S+R
SIRT1 120 kDa
[-aktin 42 kDa
B
HCT116P33(*) 046 SIRT1/B-aktin
_ 120
S 100
g 30 7195
o
£ 60
= 40
2 20
X 0

Kontrol Sirtinol  Resveratrol S+R
24 saat

Sekil 30. HCT116P*) hiicrelerinde SIRT1 proteininin western blot analizi. A. X-Ray filmi
ornek goriintiisii, B. Dansitometrik analiz ile SIRT1/B-Aktin oranmin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde kontrole gore anlamli)

Sonug: Sirtinol ve resveratroliin ardisik olarak uygulandigi HCT116P3¢"") hiicrelerinde
SIRT1 protein ekspresyon diizeyinin kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlamli olarak azaldigi

belirlendi (Sekil 30A, B)
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4.6.2. HCT116°%¢") Hiicrelerinde SIRTI Protein Ekspresyon Degisimi
HCT116P%3(") hiicrelerinde de, ayn1 gruplarda SIRT1 protein ekspresyonu Western Blot

analizi ile degerlendirildi.

A
Kontrol S80 M R60 M S+R
_ o
[-aktin 42 kDa
B
HCT116P%3CH) hiicreleri % SIRT1/p- Aktin
MO 100,00
5 100 94.47 95.19 95.12
jou
S 90
[
5 80
< 70
o
T 60
o
s 50
L Kontrol Sirtinol Resveratrol

24 saat

Sekil 31. HCT1163(") hiicrelerinde SIRT1 proteininin western blot analizi. A. X-Ray filmi
ornek goriintiisii, B. Dansitometrik analiz ile SIRT1/B-Aktin oranmin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde kontrole gore anlamli)

Sonug: Sirtinol ve resveratroliin ardisik olarak uygulamasi ile HCT1163(") hiicrelerinde
SIRT1 protein ekspresyon diizeyinin kontrole gore anlamli bir fark gostermedigi belirlendi
(Sekil 31A, B).
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4.7. Sirtinol ve Resveratrol Uygulamasimin Hiicre Canhhg@ Uzerine EtKkisi

4.7.1. HCT116P>C" Hiicre Hattinda Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarimin Hiicre
Canlihig1 Uzerine EtKisi
Belirlenen sirtinol ve resveratrol doz ve siirelerinde, hiicrelere uygulanmasi sonucunda
hiicre canliliginin degisimi incelendi. Kontrol (%0.01 DMSO), 80 uM sirtinol 24 sa., 60 uM
resveratrol 24 sa., 60 uM resveratrol 48 sa., 80 uM sirtinol 24 sa. 6n uygulama sonras1 24 sa.
60 uM resveratrol uygulamasi ve 80 uM sirtinol 24 sa. 6n uygulama sonras1 48 sa. 60 pM

resveratrol uygulamasi olmak {izere alt1 grupta hiicre canlilik degisimi belirlendi.

HCT116P53(+4)

120

100
100 91]68
80
59|57
60
42]66
40 30.2
23[29

2

0

Kontrol S24saat R24saat R48saat S+R 24 saat S+R 48 saat
Ajan-siire

% canhihik

o

Sekil 32. HCT116P®*" hiicrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamalari ile % canlilik

degerlerinin degisimi. (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez tekrarlanmistir).

HCT116P3(/" hiicrelerinde kontrole gore sirtinoliin 24 saat uygulamasi ile canlihikta
%8.3 oraninda, resveratroliin 24 sa. uygulamas: ile % 40.4 oraninda azalma belirlendi.
resveratroliin 48 sa. uygulamasi ile %70 oraninda canlilikta azalma tespit edildi. Sirtinoliin 24
sa. ve resveratroliin ardisik olarak 24 sa. uygulanmasi ile canlilikta % 57.3 oraninda ve sirtinol
sonrasi resveratroliin ardigik olarak 48 sa. uygulamasi ile canlilikta % 76.7 oraninda azalma

oldugu saptandi (Sekil 32).
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4.7.2. HCT116P%(") Hiicre Hattinda Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarimin Hiicre
Canhlig1 Uzerine Eikisi
HCT116P3¢™ hiicre hattinda oldugu gibi HCT116P3(") hiicre hattinda da, kontrol
(%0.01 DMSO), 80 uM sirtinol 24 sa., 60 uM resveratrol 24 sa., 60 uM resveratrol 48 sa., 80
uM sirtinol 24 sa. 6n uygulamasi sonrasinda 24 sa. 60 uM resveratrol uygulamasi ve 80 uM
sirtinol 24 sa. 6n uygulamasi sonrasinda 48 sa. 60 uM resveratrol uygulamasi olmak iizere alt1

grupta hiicre canlilik degisimi belirlendi.

HCT116P53(H)
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Sekil 33. HCT1163(") hiicrelerinde sirtinol ve resveratrol uygulamalar1 ile % canlilik

degerlerinin degisimi (Ortalama+Standart Hata, her kosul 9 kez tekrarlanmustir).

Sonug¢: HCT116P3(") hiicrelerinde kontrole gére sirtinoliin 24 sa. uygulamasi ile canlilikta %
25.6 oraninda, resveratroliin 24 sa. uygulamasi ile % 43.6 oraninda azalma belirlendi.
resveratroliin 48 sa. uygulamasi ile canlilikta % 64.9 oraninda azalma tespit edildi. Sirtinoliin
24 sa. ve resveratroliin ardigik olarak 24 sa. uygulamasi ile canlilikta % 59.6 oraninda ve
sirtinol sonrasi resveratroliin ardisik olarak 48 sa. uygulamasi ile canlilikta % 73.1 oraninda

azalma oldugu saptandi (Sekil 33).

Sonug olarak, sirtinol ve resveratroliin ayr1 ayr1 hiicrelere uygulanmasinda ICso degeri
icin 48 sa. gerekli iken, sirtinol 6n uygulamasi sonrasi resveratrol uygulandiginda ICsg
degerine 24 saatte ulasildig1 saptandi. Bu verilere dayanarak sirtinol ve resveratrol hiicrelere

24’er saat uygulandi.
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4.8. Sirtinol ve Resveratrol Ardisik Uygulamasimin Apoptotik Etkisi
4.8.1. HCT116P3¢™) Hijicre Hattinda Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarinin Apoptotik
Etkisi

HCT116P3¢/ hiicrelerinde, kontrol (K), 80 uM sirtinol 24 saat (S), 60 uM resveratrol
24 saat (R) ve 80 uM sirtinol 24 saat sonrasi 24 saat 60 uM resveratrol uygulamalar1 (S+R) ile
gerceklesen hiicre 6liim tipi (apoptotik/ nekrotik) akis sitometrik Annexin-V/ PI yontemi ile
FITC-Annexin-V Apoptosis Detection Kit 1 kullanilarak saptandi.
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Sekil 34. HCT116P**™) hiicrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamalari ile akis sitometrik
analiz. A. Kontrol (K), B. Sirtinol 24 saat (S), C. Resveratrol 24 saat (R) ve D. Sirtinol +
Resveratrol 24 saat (S+R) E. HCT1163(") Akis Sitometrik analiz sonuglarmnin grafiksel
ifadesi. (OrtalamatStandart Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs deney gruplari
canl1 *p<0.05) (Kontrol vs deney gruplari total apoptotik *p<0.05) (Kontrol vs deney gruplari
nekrotik =p<0.05) ( R vs S+R total apoptotik *®p<0.05) (R vs S+R nekrotik +p<0.05,

istatistiksel anlamli fark).

Sonuc: HCT116P3¢*™ hiicrelerinde gergeklestirilen calismada, kontrol grubunda %13.8,
sirtinol uygulamasi ile %16.4 ve resveratrol uygulamasi ile %27.6, sirtinol ve resveratroliin
ardisik uygulanmasi ile %33.4 oraninda apoptotik hiicre yiizdesi belirlendi. Kontrol grubunun
apoptotik hiicre ylizdesi ile yapilan istatistiksel karsilastirmada sirtinol uygulamas ile elde
edilen apoptotik hiicre yilizdesinin p=0.0802 degeri ile anlamli bir fark goéstermedigi,
resveratrol uygulamasinin yani sira sirtinol ve resveratroliin ardisik uygulamasi ile p<0.0001
diizeyinde anlamli olarak apoptotik hiicre yiizdelerinde artis belirlendi. Ayni1 zamanda
resveratrol ve ardigik uygulamalarinin apoptotik hiicre yiizdeleri arasinda yapilan istatistiksel
karsilastirmada ardigik uygulamada p=0.0007 degerinde anlamli olarak apoptotik hiicre
yiizdesi artig1 belirlendi (Sekil 34).

Sonug olarak, HCT116P3() hiicrelerinde resveratroliin SIRT1’in inhibe edildigi kosulda

apoptotik hiicre ylizdesini anlamli olarak arttirdig1 saptandi.
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4.8.2. HCT116P(" Hiicre Hattinda Sirtinol ve Resveratrol Uygulamalarinin Apoptotik
Etkisi

HCT116P3(") hiicrelerinde de olusturulan ayni gruplarda gergeklesen hiicre oliim tipi
(apoptotik/nekrotik) akis sitometrik Annexin-V/ PI yontemi ile FITC-Annexin-V Apoptosis
Detection Kit 1 kullanilarak saptandi.
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Sekil 35. HCT1163(") hiicrelerinde Sirtinol ve Resveratrol uygulamalar: ile akis sitometrik
analiz.  A. Kontrol (K), B. Sirtinol 24 saat (S), C. Resveratrol 24 saat (R) ve D.
Sirtinol+Resveratrol 24 saat (S+R) E. HCT116"%) Akis Sitometrik analiz sonuglarmin
grafiksel ifadesi. (Ortalama+Standart Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs deney
gruplar1 canli *p< 0.05) (Kontrol vs deney gruplari total apoptotik *p<0.05) (Kontrol vs deney
gruplar1 nekrotik =p< 0.05) ( R vs S+R total apoptotik +p<0.05) (R vs S+R nekrotik +p<0.05,

istatistiksel anlamli fark).

Sonug¢: HCT116P%3() hiicrelerinde, kontrol grubunda % 7.1, sirtinol uygulamast ile %10.4 ve
resveratrol uygulamasi ile % 17.9, sirtinol ve resveratroliin ardisik uygulanmasi ile % 18.2
oraninda apoptotik hiicre yiizdesi belirlendi. Kontrol grubuna goére canli hiicre
popiilasyonunda sirtinol grubunda p=0.0238, resveratrol grubunda p=0.0008, ardisik
uygulama grubunda p=0.0116 diizeyinde anlamli fark saptandi. Kontrol grubunun apoptotik
hiicre yilizdesi ile yapilan istatistiksel karsilastrmada sirtinol uygulamasi ile elde edilen
apoptotik hiicre ylizdesinin p=0.1094 diizeyinde anlamli bir fark gostermedigi, resveratrol
uygulamasi ile p=0.0011 diizeyinde anlamli, sirtinol ve resveratroliin ardisik uygulamasi ile
de p=0.0047 diizeyinde anlamli olarak apoptotik hiicre yiizdelerinde artis belirlendi. Kontrol
grubuna gore nekrotik hiicrelerin karsilastirilmasinda, sirtinol uygulamasi ile p=0.0127
diizeyinde anlamli fark belirlenirken, resveratrol uygulamasi ile p=0.4058 ve ardisik
uygulama ile p=0.1833 diizeylerinde anlaml fark saptanmadi. Ayni zamanda resveratrol ve

ardigik uygulamalarmin  apoptotik  hiicre yilizdeleri arasinda yapilan istatistiksel
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karsilastirmada p=0.8442 diizeyinde, nekrotik hiicre yiizdeleri arasinda yapilan istatistiksel
karsilastirmada p=0.3450 diizeyinde anlaml1 bir fark saptanmadi (Sekil 35).

HCT116P3(") hiicrelerinde resveratrol uygulamasi ve ardisik uygulama karsilastiriimasi
ile apoptotik hiicre Oliim yiizdesinin anlamli fark olusturmamasi, bize resveratrol ile
gerceklesen apoptotik hiicre olimiiniin SIRT 1-bagimsiz olabilecegini gostermektedir.

Akis sitometrik analiz sonuglarina gore HCT116P%¢™ ve HCT116P%") hiicreleri
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada resveratrol uygulamasi ile apoptotik hiicre
yiizdesinin p<0.0001 diizeyinde anlamli, ardisik uygulama ile apoptotik hiicre yilizdesinin
p=0.0005 diizeyinde anlamli fark saptandi. HCT116P*®**) hiicrelerinde apoptotik hiicre
ylizdelerinin daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda verilerimiz,

gergeklesen apoptotik hiicre oliimiiniin p53 bagimli olabilecegini gostermektedir.

4.9. Gercek Zamanh PZR analizleri
4.9.1. cDNA sentezinin Kontrolii

B-Aktin genine ait primer setinin kullanilmasi sonucu 6rneklerimizin cDNA sentezinin
yeterli oranda gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edildi. Dongii sayisi 25’in altinda
belirlendiginden 6rnek genleri ile housekeeping genler arasinda karsilastirma yapilabilecek

diizeyde cDNA elde edildigi saptandi (Sekil 36).

Amplification
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Sekil 36. Gen amplifikasyon egrisi 6rnek gosterimi (B-Aktin).
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4.9.2.Sinyal Ileti Yolak Genlerinin mRNA Ekspresyonu
HCT116P53(*) ve HCT116P*") kolon kanser hiicrelerinde K (Kontrol), S (Sirtinol 80 pM, 24
sa.), R (Resveratrol 60 uM, 24 sa.), S+R (Sirtinol 80 uM, 24 sa. + Resveratrol 60 pM, 24 sa.)

kosullarimnda mRNA ekspresyon seviyeleri incelendi.

4.9.2.1. TGF-p Yolak Genleri
4.9.2.1.1 P27 mRNA Ekspresyonu

HCT116P%3¢/ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda Resveratrol (R) ile p=0.0016
diizeyinde anlamli ve Sirtinol + Resveratrol (S+R) grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli
artiy belirlendi. R grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da

p<0.0001 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT11653(") hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda, R uygulamasi ile gen ekspresyon
diizeyinde p=0.1484 diizeyinde anlamli bir fark goriilmezken, S+R uygulamasi ile p=0.0052
diizeyinde anlamli artis saptandi. R ve S+R gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel

karsilagtirmada, p=0.0059 diizeyinde anlaml artis gozlendi.

HCT116P3¢) ve HCT116P>3" hiicrelerindeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmasi sonucunda R gruplar1 arasinda p<0.0001, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0002

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (Sekil 37).

p27
2.51 f "
T
2.0
1.5-

mRNA ekspresyon diizeyi (244¢9)

p53 +/+ p53 -/-

Sekil 37. P27 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml1 )
(R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

74



Sonug: P27 gen ekspresyonunun HCT116P3*™) hiicrelerinde daha etkin bir sekilde arttig1
belirlendi. Belirlenen artis p53 ve SIRT1 inhibisyonu bagimli olarak degerlendirildi. (Tablo
6).

4.9.2.1.2. ATF-4 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢/ hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda R ile p=0.0119 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0105 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.1621 diizeyinde anlaml fark gézlenmedi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0008 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0003 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0006 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3* ve HCT116P(") hiicrelerindeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmasi sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0475 diizeyinde anlamli fark saptanirken,
S+R gruplar1 arasinda ise p=0.4636 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Sekil 38).
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Sekil 38. ATF4 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ) (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).
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Sonu¢: HCT116P3¢/) hiicrelerinde resveratrol uygulamasi ATF4 gen ekspresyonunu daha
etkin bir sekilde arttirirken, HCT116P%3(") hiicrelerinde, SIRT1 inhibisyonu ile ATF4 gen
ekspresyonunu daha etkin bir sekilde arttirdi. Resveratroliin ATF4 gen ekspresyonunu p53 ve
SIRT1 inhibisyonu bagimli olarak arttirdig1 saptandi (Tablo 6).

4.9.2.1.3. MYC mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢/ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R grubu ile p=0.2885 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0016 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0017 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT1163hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.7674 diizeyinde
anlaml fark saptanmazken ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P3¢"ve HCT116P%) hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.005 diizeyinde anlaml fark saptanirken,
S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0507 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Sekil 39).
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Sekil 39. MYC mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir). (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli ) (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).
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Sonu¢: HCT116P3(*ve HCT116P3) hiicrelerinde resveratrol uygulamasi ile anlamli bir
degisim gozlenmemesine ragmen SIRT1’in inhibisyon durumunda MYC gen ekspresyonu
anlamli olarak artig gostermistir. Resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagimli

olarak MY C gen ekspresyonunda degisim gosterdigi belirlendi (Tablo 6).

4.9.2.1.4. TRAIL mRNA Ekspresyonu

HCT116P3("hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R grubu ile p=0.0047 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0006 diizeyinde anlamli artis goriildii.

HCT116P%") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0062 diizeyinde
anlaml artis ve S+R grubunda p=0.0007 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R grubu ile S+R
grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0149 diizeyinde anlamli artis
goriildii.

HCT116P3(¢"yve HCT116P%) hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmasi sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0903 diizeyinde anlamli bir fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0005 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark

belirlendi (Sekil 40).
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Sekil 40. TRAIL mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).
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Sonug¢: Resveratroliin ve SIRT1 inhibisyonunun iki hiicre hattinda da anlamli olarak TRAIL
gen ekspresyonunu arttirdigi ve buna bagli olarak p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu
bagimli olarak etki gosterdigi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.2. WNT yolak genleri
4.9.2.2.1. Siklin D1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0709 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken ve S+R grubunda p=0.0013 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0011 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P%3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0007 diizeyinde
anlamli azalma ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R grubu ile
S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig
goriildi.

HCT116P3®ve HCT116P>3) hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.6289 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0090 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark

belirlendi (Sekil 41).
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Sekil 41. Siklin D1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmigtir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamly).
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Sonu¢: HCT1163(") hiicrelerinde Siklin D1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulamast ile
anlamli olarak degistirmedigi ancak SIRT1 inhibisyonu ile arttirdig1 belirlendi. HCT116P%3¢/)
hiicrelerinde ise, resveratrol uygulamast ile Siklin D1 gen ekspresyonu azalmis, SIRT1
inhibisyonuyla artis gostermistir. Bu sekilde, resveratrolin p53 bagimsiz ve SIRTI1

inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.2.2. FRA-1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0900 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P%3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0157 diizeyinde
anlamli azalma ve (S+R) grubunda p=0.0013 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile
S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0008 diizeyinde anlamli artig
goriildi.

HCT116P>3¢ ve HCT1163() hiicrelerindeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.2256 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0411 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark
belirlendi (Sekil 42).

FRA-1

mRNA ekspresyon diizeyi (2"44¢9)
~
L

p53 +/+

79



Sekil 42. FRA-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonu¢: HCT116P3™ hiicrelerinde FRA-1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulamasi ile
anlamli olarak degistirmedigi ancak SIRT1 inhibisyonu ile arttirdig1 belirlendi. HCT116P*3¢/)
hiicrelerinde ise, resveratrol uygulamasi ile FRA-1 gen ekspresyonu azalmis, SIRTI
inhibisyonuyla artis gostermistir. Bu sekilde, resveratrolin p53 bagimsiz ve SIRTI1
inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.2.3. PPARD mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0044 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0004 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0021 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0158 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0020 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0036 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3¢ ve HCT1163) hiicrelerindeki tiim gruplarmn birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmasi sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0043 diizeyinde anlamli, S+R gruplari

arasinda ise p=0.0025 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark belirlendi (Sekil 43).

PPARD

mRNA ekspresyon diizeyi (2249)
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Sekil 43. PPARD mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (OrtalamatStandart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonug¢: HCT1163¢/ hiicrelerinde PPARD gen ekspresyonunu resveratrol uygulamasi ile
anlamli olarak arttirdigi ayn1 zamanda SIRTI inhibisyonu ile de arttirdigi belirlendi.
HCT116P3(") hiicrelerinde de gen ekspresyonundaki artis benzer olmakla birlikte
HCT116P3* hiicrelerinde SIRT1 inhibisyonu ile daha fazla artis gozlendi. Bu sekilde,
resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.2.4. WISP1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0008 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0029 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0002 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0011 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3¢" ve HCT116P3) hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0661 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0257 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 44).
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Sekil 44. WISP1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3( hiicrelerinde WISP1 gen ekspresyonunu resveratrol uygulamas: ile
anlamli olarak arttirdigi ayn1 zamanda SIRTI inhibisyonu ile de arttirdigi belirlendi.
HCT116P3(") hiicrelerinde de gen ekspresyonundaki artis benzer olmakla birlikte bu
hiicrelerde resveratrol uygulamasi ve SIRTI1 inhibisyonu ile daha fazla artis gozlendi. Bu
sekilde, resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etki gosterdigi saptandi
(Tablo 6).

4.9.2.3. P53 Yolak Genleri
4.9.2.3.1. PUMA mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢™  hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0002 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda P=0.0004 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0007 diizeyinde anlamli artis goriildii.

HCT116P3) hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0006 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0001 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0013 diizeyinde anlaml1 artis goriildi.

HCT116P%3¢" ve HCT1163(") hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0530 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0361 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
saptand1 (Sekil 45).
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Sekil 45. PUMA mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (OrtalamatStandart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonuc: HCT116P3¢™ hiicrelerinde resveratroliin PUMA gen ekspresyonunu anlamli olarak
arttirdigl ayn1 zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttirdig1 belirlendi. HCT116P%3(/)
hiicrelerinde de gen ekspresyonundaki artisin benzer oldugu gozlendi. Bu sekilde,

resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi(Tablo 6).
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4.9.2.3.2. EGFR mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0016 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0004 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0016 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.9691 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0009 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0007 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*" ve HCT116P*") hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0015 diizeyinde anlamli, S+R gruplar:

arasinda ise p=0.0015 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark belirlendi (Sekil 46).

EGFR
. —

T
3-

N
1
| |

*
QXN ]
5H *

N
WSANNANANS

A
W

mRNA ekspresyon diizeyi (244°9)

Sekil 46. EGFR mRNA eckspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (OrtalamatStandart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonu¢: HCT116P3(*) hiicrelerinde EGFR gen ekspresyonunu resveratrol uygulamasi ile
anlamli olarak arttidig1 ayn1 zamanda SIRT1 inhibisyonu ile de arttirdig1 belirlendi.
HCT116P3(") hiicrelerinde resveratrol uygulamasi ile anlamli bir degisim gozlenmezken
SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonu artis1 belirlendi. HCT116P%3(/*) hiicrelerinde SIRT1
inhibisyonu ile daha fazla artig gozlendi. Bu sekilde, resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1
inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.3.3. FAS mRNA Ekspresyonu

HCT116P3* hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandigmmda R ile p=0.1825 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken ve S+R grubunda p=0.0464 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada p=0.0758 diizeyinde anlamli
bir fark goriilmedi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.8638 diizeyinde
anlamli bir fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0013 diizeyinde anlaml1 artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0006 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P3* ve HCT116P*) hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p<0.0001 diizeyinde anlamli fark ve S+R

gruplar1 arasinda ise p=0.0202 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 47).
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Sekil 47. FAS mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmustir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli),
(R vs SR = p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml1).

Sonu¢: HCT116P3 hiicrelerinde FAS gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ile

anlamli bir degisim gostermedigi SIRT1 inhibisyonu ile arttigi belirlendi. HCT116P%3(/)

hiicrelerinde de gen ekspresyonundaki artis benzer sekilde gozlenmesine ragmen, gen
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ekspresyon seviyeleri HCT116P%3*"*) hiicrelerinde daha yiiksek olarak belirlendi. Bu sonuglara
gore, resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
4.9.2.3.4. GADD45A mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0064 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0004 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.5374 diizeyinde anlamli fark saptanmadi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0004 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3() ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0232 diizeyinde anlamli fark, S+R

gruplar1 arasinda ise p=0.0074 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 48).
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Sekil 48. GADD45A mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi.(Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamlt ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3*™) hiicrelerinde GADDA45A gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi
ve SIRT1 inhibisyonu anlamh artis gdsterdigi belirlendi. HCT116P°3(/) hiicrelerinde de gen
ekspresyonundaki artis benzer sekilde gozlendi. Bu hiicrelerde resveratroliin SIRT1
inhibisyonu ile daha belirgin bir artiga sebep oldugu saptandi. Bu sonuglara gore,

resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.3.5. RB1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3(**) hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0018 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0020 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtrmada da p=0.3561 diizeyinde anlamli bir fark
saptanmadi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.5470 diizeyinde ve
S+R grubunda p=0.3944 diizeyinde anlamli bir fark gézlenmedi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.5521 diizeyinde anlamli bir fark
saptanmad1.

HCT116P53 ve HCT116P3() hiicrelerindeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0031 diizeyinde anlamli fark, S+R

gruplar1 arasinda ise p=0.0417 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 49).
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Sekil 49. RB1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< (.05 istatistiksel olarak anlaml1 ),
(R vs SR = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonu¢: HCT116P% hiicrelerinde RB1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRTI inhibisyonu ile anlamh artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(") hiicrelerinde gen
ekspresyonunda anlamli bir degisim goézlenmedi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53

bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.3.6. SURVIVIN mRNA Ekspresyonu

HCT116P3** hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.1448 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken S+R grubunda p=0.0173 diizeyinde anlamli olarak azalma
belirlendi. R grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0014
diizeyinde anlamli azalma goriildii.

HCT116P53(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0041 diizeyinde
anlamli azalma ve S+R grubunda p=0.0163 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile
S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0003 diizeyinde anlamli artig
goriildi.

HCT116P3* ve HCT116P3(/) hiicrelerindeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplari arasinda p=0.0172 diizeyinde anlamli fark, S+R

gruplar1 arasinda ise p<0.0001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 50).
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Sekil 50. Survivin mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmustir)(Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3(") hiicrelerinde resveratroliin ve SIRT1 inhibisyonu ile uygulamasinm
survivin gen ekspresyonunu anlamh olarak azalttig1 belirlendi. HCT11653(") hiicrelerinde de
resveratrol uygulamasi ile gen ekspresyonunda azalma goriilmesine karsm, resveratroliin

SIRT1 inhibisyonu ile uygulamasi sonrasi ekspresyon artist saptandi. Bu sonuglara gore,
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resveratroliin survivin gen ekspresyonu iizerindeki etkisinin p53 bagimsiz ve SIRTI

inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.3.7. PCNA mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0034 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0009 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.1947 diizeyinde anlaml1 fark goriilmedi.

HCT116P%3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0812 diizeyinde ve
S+R grubunda p=0.1239 diizeyinde anlamli fark saptanmadi. R grubu ile S+R grubu arasinda
yapilan istatistiksel karsilagtirmada p=0.0184 diizeyinde anlaml artig goriildii.

HCT116P3* ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmasi sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0028 diizeyinde anlamli fark saptanirken,

S+R gruplar1 arasinda ise p=0.3641 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Sekil 51).
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Sekil 51. PCNA mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (OrtalamatStandart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonug¢: HCT116P53 hiicrelerinde PCNA gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRTI inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(7) hiicrelerinde
resveratrol uygulamas: ve SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda anlamli bir degisim

gozlenmemesine ragmen resveratroliin tek ve SIRT1 inhibisyonu ile uygulamalar:
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karsilastirildiginda anlamli olarak gen ekspresyonu artist saptandi. Bu sonuglara gore,

resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).

4.9.2.3.8. FASLG mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0004 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0014 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0304 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3¢ ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0080 diizeyinde anlamli fark, S+R

gruplar1 arasinda ise p=0.0001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 52)
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Sekil 52. FASLG mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P™™ hiicrelerinde FASLG gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamh artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(") hiicrelerinde de gen
ekspresyonunda anlamli artig gozlendi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 bagimsiz ve

SIRT1 inhibisyonu bagiml etkisi saptand1 (Tablo 6).
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4.9.2.3.9. MCL-1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3(**) hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0176 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0005 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0007 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0497 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0002 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0003 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*" ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.3374 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0052 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 53).

mRNA ekspresyon diizeyi (2429

Sekil 53. MCL-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonug¢: Her iki hiicre hattinda da MCL-1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve

SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artig gosterdigi belirlendi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53

bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.4. NF-xB Yolak Genleri
4.9.2.4.1. ICAM-1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0036 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0039 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0002 diizeyinde anlaml1 artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0014 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*") ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmasi  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.2614 diizeyinde anlaml fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0318 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 54).
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Sekil 54. ICAM-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P*™ hiicrelerinde ICAM1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P%3(/) hiicrelerinde de ayn1
sekilde anlamli artis gézlendi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRTI

inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.4.2. IFNG mRNA Ekspresyonu

HCT1163¢"hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0003 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0002 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0009 diizeyinde anlaml1 artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0059 diizeyinde anlaml1 artis goriildii.

HCT116P3*" ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0848 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0008 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 55).
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Sekil 55. IFNG mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3(™ hiicrelerinde IFNG gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRTI inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(") hiicrelerinde de
resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda anlamli artis belirlendi.

Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi
(Tablo 6).
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4.9.2.4.3. STAT1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢™ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0567 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0009 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0027 diizeyinde
anlamli artig gorilda.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.2813 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken, S+R grubunda p=0.0019 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0013 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P3*") ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
kargilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0100 diizeyinde anlamli fark, S+R

gruplar1 arasinda ise p=0.0013 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (Sekil 56).
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Sekil 56. STAT1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli).

Sonug¢: HCT116P3™) hiicrelerinde STAT1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ile
anlaml bir degisim gostermedigi, SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artig gdsterdigi belirlendi.
HCT116P53(") hiicrelerinde de ayn1 sekilde gen ekspresyon degisimi gozlendi. HCT116P%3(+)
hiicrelerinde resveratrolin SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla
arttirdig1 belirlendi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi
saptand1 (Tablo 6).
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4.9.2.4.4. TNF mRNA Ekspresyonu

HCT116P%(*)  hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0016 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel kargilastirmada da p=0.0017 diizeyinde anlamli artis goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0013 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3 ve HCT116P3(/) hiicrelerindeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast  sonucunda R gruplart arasinda p=0.3315 diizeyinde anlamli fark

saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0011 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 57).
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Sekil 57. TNF mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli ),
(R vs SR = p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml).

Sonu¢: HCT116P% hiicrelerinde TNF gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlaml artis gdsterdigi belirlendi. HCT116P%3(/) hiicrelerinde de ayn1
sekilde gen ekspresyon degisimi gozlendi. HCT 116"/ hiicrelerinde resveratroliin SIRT1
inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla arttirdig:1 belirlendi. Bu sonuglara gore,

resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.25. JAK/STAT Yolak Genleri:

4.9.2.5.1. IRF1 mRNA Ekspresyonu:

HCT116P3¢™ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0016 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0002 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p<0.0001 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0010 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0055 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*") ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmasi  sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.4845 diizeyinde anlamli fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda ise p=0.0196 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 58).
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Sekil 58. IRF1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< (.05 istatistiksel olarak anlaml1 ),
(R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamly).

Sonu¢: HCT116P3(") hiicrelerinde IRF1 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P%3(/) hiicrelerinde de ayn1
sekilde gen ekspresyon degisimi gozlendi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 bagimsiz ve

SIRT1 inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.2. SOCS3 mRNA ekspresyonu

HCT116P%(**) hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p<0.0001 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0003 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0044 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0007 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0136 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3 ve HCT116P3(/) hiicrelerindeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmas1 sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.1073 diizeyinde anlamli bir fark
saptanmazken, S+R gruplar1 arasinda p=0.0011 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
belirlendi (Sekil 59).
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Sekil 59. SOCS3 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3*™) hijcrelerinde SOCS3 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gdsterdigi belirlendi. HCT116P%3(/) hiicrelerinde de ayn1
sekilde gen ekspresyon degisimi gozlendi. HCT116P3(***) hiicrelerinde resveratroliin SIRT1
inhibisyonu ile gen ekspresyon seviyesini daha fazla arttirdig1 belirlendi. Bu sonuglara gore,

resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.3. AKT1 mRNA Ekspresyonu

HCT116P%** hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.1164 diizeyinde
anlamli fark gozlenmezken, S+R grubunda p=0.0003 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0011 diizeyinde
anlamli artig gorilda.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0095 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 art1g belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*) ve HCT116P3(/) hiicrelerindeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.5705 diizeyinde ve S+R gruplar1 arasinda

p=0.4939 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Sekil 60).
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Sekil 60. AKT1 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart
Hata, her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 ), (R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamlr).

Sonug¢: HCT116P3*™) hiicrelerinde AKT1 gen ekspresyonunun Resveratrol uygulamas: ile
anlamli bir degisim gostermedigi, SIRT1 inhibisyonu ile anlaml artig gosterdigi belirlendi.
HCT11653(") hiicrelerinde Resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamln artis
gosterdigi saptandi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 bagimsiz ve SIRT1 inhibisyonu

bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.4. FOS mRNA Ekspresyonu

HCT116P%(** hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0002 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0055 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0048 diizeyinde anlaml1 azalma goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0003 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0052 diizeyinde anlamli azalma belirlendi. R grubu ile S+R
grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig
goriildii.

HCT116P3¢ ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0001 diizeyinde anlamli fark saptanirken,
S+R gruplar1 arasinda ise p=0.8476 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Sekil 61).
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Sekil 61. FOS mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli ),
(R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml).

Sonu¢: HCT116P% hiicrelerinde FOS gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRTI inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(7) hiicrelerinde
resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamli olarak azalma gosterdigi ancak gen
ekspresyon diizeyinin resveratroliin SIRT1 inhibisyonu ile arttig1 saptandi. Bu sonuglara gore,

resveratroliin p53 bagimli ve SIRT1 inhibisyonu bagimsiz etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.5. JUN mRNA Ekspresyonu

HCT116P3**) hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandigmmda R ile p<0.0001 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.8118 diizeyinde anlamli fark saptanmadi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0001 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P%3¢™ ve HCT1163(/) hiicrelerindeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmast sonucunda R gruplari arasinda p<0.0001 diizeyinde anlamli, S+R gruplari

arasinda ise p=0.0076 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark belirlendi (Sekil 62).
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Sekil 62. JUN mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmistir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml1 ),
(R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml).

Sonu¢: HCT116P%*) hiicrelerinde JUN gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gdsterdigi ancak bu artisin SIRT1 inhibisyonuna bagimli
olmadig1 belirlendi. HCT116P%%() hiicrelerinde resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu
ile anlamli artig gosterdigi saptandi. Bu sonuglara gore, resveratrolin p53 ve SIRT1

inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.6. STAT3 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0002 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p=0.0004 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0056 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde anlaml1 artig goriildii.

HCT116P3*" ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0006 diizeyinde anlamli, S+R gruplar:

arasinda ise p=0.0015 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark belirlendi (Sekil 63).
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Sekil 63. STAT3 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+SD, her
kosul 3 kez tekrarlanmistir) Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli
R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml.

Sonug¢: HCT116P3(") hiicrelerinde STAT3 gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(") hiicrelerinde de
resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu ile anlaml1 artis gdsterdigi ancak HCT116P3(+)
hiicrelerinde resveratroliin SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda daha fazla artigsa neden
oldugu saptandi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53 ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi

saptand1 (Tablo 6).
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4.9.2.5.7. IL1A mRNA Ekspresyonu

HCT116P3¢ hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0005 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada da p<0.0001 diizeyinde anlamli artig goriildii.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.4472 diizeyinde
anlamli fark saptanmazken, S+R grubunda p<0.0001 diizeyinde anlamli artig belirlendi. R
grubu ile S+R grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p<0.0001 diizeyinde
anlaml artig goriildii.

HCT116P3*) ve HCT116P3() hiicrelerdeki tiim gruplarm birbirleriyle istatistiksel
karsilagtirilmast sonucunda R gruplar1 arasinda p=0.0024 diizeyinde anlamli, S+R gruplari

arasinda ise p=0.0092 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (Sekil 64).
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Sekil 64. IL-1A mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (OrtalamatSD, her
kosul 3 kez tekrarlanmistir) Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli
R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli.

Sonu¢: HCT116P3(") hiicrelerinde IL1A gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3") hiicrelerinde ise,
resveratrol uygulamasi ile anlaml degisim gozlenmezken, SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis
gosterdigi ancak HCT116"3") hiicrelerinde resveratroliin SIRT1 inhibisyonu ile gen
ekspresyonunda daha fazla artisa neden oldugu saptandi. Bu sonuglara gore, resveratroliin p53

ve SIRT1 inhibisyonu bagimli etkisi saptandi (Tablo 6).
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4.9.2.5.8. 1L8 mRNA Ekspresyonu

HCT116P3* hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandigmda R ile p=0.0119 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0105 diizeyinde anlaml1 artig belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada p=0.1621 diizeyinde anlamli bir fark saptanmadi.

HCT116P3(") hiicrelerinde ise; kontrol ile kiyaslandiginda R ile p=0.0008 diizeyinde
anlamli ve S+R grubunda p=0.0003 diizeyinde anlamli artis belirlendi. R grubu ile S+R grubu
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada da p=0.0006 diizeyinde anlaml artis goriildii.

HCT116P%3¢™ ve HCT116P3(") hiicrelerdeki tiim gruplarin birbirleriyle istatistiksel
karsilastirilmast sonucunda R gruplari arasinda p=0.0475 diizeyinde anlamli fark saptanirken,

S+R gruplar1 arasinda ise p=0.4636 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi

(Sekil 65).
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Sekil 65. IL-8 mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel gosterimi. (Ortalama+Standart Hata,
her kosul 3 kez tekrarlanmustir) (Kontrol vs S, R, S+R * p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml1)(R vs S+R = p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli)

Sonu¢: HCT116"3*™) hiicrelerinde IL-8 gen ekspresyonunun Resveratrol uygulamasi ve
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artis gosterdigi belirlendi. HCT116P3(") hiicrelerinde de
Resveratrol uygulamasi ve SIRT1 inhibisyonu ile anlamli artig gosterdigi saptandi. Ancak
HCT116P3(") hiicrelerinde resveratroliin SIRT1 inhibisyonu ile gen ekspresyonunda daha
fazla artisa neden oldugu saptandi. Bu sonucglara gore, resveratrolin p53 ve SIRT1

inhibisyonu bagiml etkisi saptandi (Tablo 6).
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Tablo 6. mRNA kat degisimleri
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o. TARTISMA

p53; hiicrenin DNA hasarinda hiicre dongiisiinii durduran ve hiicreye DNA tamiri i¢in
slire tantyan bir molekiil olarak tanimlanmaktadir. DNA hasar1 tamir edilemez diizeyde ise
p53 hiicreyi apoptotik Oliime ydnlendirerek hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyen bir
protein olarak fonksiyon gormektedir. p53’iin fonksiyonunu kaybetmesi, hasarli DNA ve
kanser hiicresi 0zelligini tagiyan hiicrenin boliinmesi ile sonuglanir. p53 mutasyonlarmin
farkli tipleri, invazif derinlik, metastatik bolge ve ayni zamanda hastalarmm prognozu gibi
kolorektal kanserin biyolojik davranismin belirlenmesinde biiylik bir 6nem tasimaktadir. p53
mutasyonlar1 proksimal kolon kanserlerinde lenfatik invazyonla iliskilidir ve distal kolorektal
kanserde hem lenfatik hem de vaskiiler invazyonla anlamli korelasyon gostermektedir (33).
Mutant p53 tasityan kolorektal kanser hastalarinin yabanil-tip p53 tasiyanlara gére daha koti
prognoz ve kemoterapiye daha direngli oldugu bildirilmistir (34). Kolon kanserlerinde
prognozu belirleyen molekiil olarak p53’tn yani sira, SIRTI’in de Onemli oldugu
vurgulanmaktadir. Stunkel ve ark. (138) SIRT1’in incelenen diger kanser hiicre hatlarina
gore en yiksek mRNA ekspresyon seviyesini HCT116 ve SW620 kolon kanser hiicre
hatlarinda belirlemislerdir.

Kabra ve ark.’nin (54) yapmis oldugu calismada, SIRT1’in HCT116 hiicrelerinde
overeksprese oldugu durumda tiimoér olusumunu inhibe ettigi, siRNA ile susturumunda ise
tiimor olusum potansiyelini arttirici etkisinin bulundugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda SIRT1
inhibisyonu ile hiicrelerin kemoterapi ilaglar1 tarafindan apoptoza duyarli hale getirildigi
belirtilmektedir. Kolon mukozasinda yapilan ¢alismalar; normal mukozada ve benign
adenomalarda immiinohistokimyasal boyama ile yiiksek SIRT1 seviyelerinin bulundugunu,
SIRT1 overekspresyonun evre I/II/IIl kolorektal adenokarsinomalarin yaklagik %25’inde ve
ileri evre IV tiimorlerinde de nadir olarak bulundugunu, karsinomalarin %30’unda da
normalden diigiik SIRT1 ekspresyonu oldugunu gostermistir (54). Bu arastirmada SIRT1’in
farkl etkileri olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu sonuclar 1s1gmda kolon kanserinin dnlenmesi
ve tedavisinde SIRT1 aktivatorleri ve inhibitorlerinin kullaniminin 6nemi ortaya konmus
ancak SIRT1’in fonksiyonu agisindan belirsizlik bulundugu da giindeme gelmistir (139,140).
SIRT1 fonksiyonunu belirlemek amactyla, SIRT1’in HCT116P3(/") hiicrelerinde siRNA ile
susturulmasi sonucunda apoptotik hiicre 6liimiinde artis saptanmig ve SIRT1’in p53, Bax ve

kaspaz-2 ile birlikte Bcl-2 bagimsiz olarak apoptotik yolagi diizenledigi bildirilmistir (141).
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SIRT1’in roliinii agiklayabilecek bir diger yol olarak SIRT1’e spesifik inhibitorlerin
kullanilmasi Oonerilmektedir. SIRT1 inhibitorlerinden sirtinol, MCF-7 meme kanseri ve H1299
akciger kanseri hiicre hatlarinda senesens’e benzer sekilde bliylimeyi durdurdugu saptanmistir
(142). SIRT!’in asir1 ifade edildigi PC3 prostat kanser hiicre hattinda sirtinol kullanimiyla,
hiicre biiylimesi inhibe edilmis ve Kamptotesin ve Cisplatin anti-kanser ilaglarma olan
duyarlilik artmistir (143). Kolon kanserinde p53 ve SIRT1’in 6nemini vurgulayan bu
arastirmalar 1s131nda arastrmamizda HCT116P53¢) ve HCT116P%") kolon karsinoma hiicre
hatlarinin  SIRT1 aktif ve aktivite inhibisyonu yapilmis formlarinmn etkisini incelemek
amaciyla sirtinol inhibitoriiniin kullanilmasina karar verilmistir.

Anti-kanser potansiyeli olan polifenoller arasinda en ¢ok calisilan ve kanserden
koruyucu 6zelligi bulunan polifenollerin en bilinen 6rneklerinden biri resveratroldiir (72).
Yapilan son arastirmalar, diyetsel polifenollerin kemopreventif potansiyelinin kanser
hiicrelerinde epigenetik degisiklikleri diizenleme oOzellikleriyle iligkili olabilecegini
onermektedir (40). Ancak flavonoidlerin kanser hiicrelerinde c¢esitli  epigenetik
modifikasyonlara etkisi ve bu mekanizmalar1 nasil diizenledigi, halen baslangi¢c asamasinda
olan bir konudur. Cesitli kanser hiicrelerinde resveratroliin olumlu etkileri ilk olarak Jang ve
ark. (65) tarafindan 1997 yilindan beri yapilan arastrmalar ile ortaya konmaktadir.
Resveratroliin anti-kanserojen etki gosterdigi, ¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigi, gii¢lii antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri uyardig1 ve apoptozu indiikleyici
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bir¢ok raporda resveratroliin kolon kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladigi belirtilmistir (82, 89, 90). Mikrosatellit instabilitesi bulunan
HCT116P3¢) ve HCT116P3(") hiicre hatlarinda resveratrol ve 5-FU ile yapilan ¢alismada
(91), apoptozun p53’ten bagimsiz olarak gerceklestigi belirlenmistir. Resveratroliin kolon
kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol acan dozu ile ilgili veriler de literatiirde degiskenlik
gostermesine karsin, genellikle 10-200 pM arasindaki konsantrasyonlar ile karsilasilmaktadir.
HT-29 kolorektal karsinoma hiicrelerinde resveratroliin anti-proliferatif etki gosterdigi doz

78.9 = 5.4 uM olarak bulunmustur (144).

Yapmis oldugumuz arastirmada; resveratroliin HCT116 kolon karsinoma hiicrelerine 60
uM ICso dozunda, 24 saat uygulanmasi sonucunda meydana gelen apoptotik OSlimiin
HCT116P3(/ hiicrelerde HCT116P%3(") hiicrelere gére anlamli olarak daha yiiksek diizeyde
oldugu saptanmis, 48 saatte ise iki hiicre hatti arasinda anlamli bir degisim saptanmamustir.

Bu da bize resveratroliin apoptotik etkisinde p53’iin roliiniin bulundugunu gosterebilmektedir.
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Resveratroliin kolon kanser hiicrelerinde apoptotik etkisinin de kolon kanser hiicre tipi, siire
ve doza bagl olarak degisebilecegi belirtilmektedir. Bununla birlikte HCT116 hiicrelerinde,
24 saat 10-150 uM araliginda resveratrol uygulamasi ile 50 uM dozunda gergeklestirilen akis
sitometrik analiz ile apoptotik hiicre 6lim yiizde oranlar1 %29.3 olarak bulunmustur (64).
Calismamizda se¢mis oldugumuz 60 pM resveratrol dozunun 24 saatte HCT116P%(+*)
hiicrelerinde %34.9 oraninda apoptotik hiicre dliimii olusturmasi; resveratroliin apoptotik
etkisinin ayn1 tip hiicrelerde benzer oldugunu ancak farkli hiicre tiplerine gore degiskenlik

gosterebildigini desteklemektedir.

HCT116P53*™ hiicreleri ve HCT116P%3") hiicrelerinde hiicre canlilik analizi verilerine
gore resveratrolii SIRT1 inhibisyonu ile birlikte degerlendirdigimizde; canliliktaki azalmanin
SIRT1 inhibisyonu ile anlamli olarak arttig1 ancak bu azalmanin p53’e bagimli olmadigi

belirlendi.

HCT116P3¢ ve HCT116P3(") hiicrelerinde yapilan akis sitometrik analizde, sonuglar
degerlendirildiginde, HCT116P3*") hiicrelerinde resveratroliin apoptotik hiicre Sliimiinii
anlamli olarak SIRT1 inhibisyonuna bagiml bir sekilde arttirdig1 gozlenirken, HCT116P%3(/)
hiicrelerinde SIRT1 inhibisyonuna bagimli anlamli bir degisim gdzlenmemistir. Boylece akis
sitometrik analiz sonuglarimiza gore, SIRTI1 inhibisyonunun p53’¢ bagimli olarak

resveratroliin apoptotik etkisini arttirdig1 ortaya konmaktadir.

Biitiin bu sonuglar, resveratroliin hiicre tipine gére degisim gostererek, her hiicre tipinde
farkli bir hiicresel mekanizma araciligi ile farklh etki gosterebilecegini ve bu etkilerin

birbirleri ile de ¢apraz reaksiyon gosterme potansiyeli olabilecegini ifade etmektedir.

Kanser hiicrelerinde yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip olan SIRT1’in onkogen
olarak mekanizmasinin multi-faktoriyel oldugu one siiriilmektedir (140). SIRT1’in p53 gibi
onemli transkripsiyon faktorlerini deasetile etmesi p53’iin potansiyel tiimor baskilayici
ozelligi konusunda siiphe olusturmaktadir. Cesitli organizmalarda SIRT1’in tek kopya
artiglart ya da sirtuin aktivatorlerinin uygulanmasiyla hiicresel yasam siiresinin arttirdigi
gosterilmistir (55). Bu durum farkli hiicrelerde yararh etkilere sahip olmakla birlikte, timor

ilerlemesi siirecinde, neoplastik hiicrelerin secilmesi agisindan zararlh bir etkiye sahip olabilir.
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Pek c¢ok kanser hiicresinde oldugu gibi, kolon kanser hiicrelerinde de bir SIRTI
aktivatori olan resveratroliin SIRT1’in aktivite ve ekspresyon seviyelerini arttirdigina dair
caligmalar mevcuttur (55,57-59). Resveratroliin SIRT1 aktivitesi lizerine etkisini agiklamak
tizere Caco-2 hiicrelerinde 24 saat, 50-200 pmol/L resveratrol uygulamasi ile yaptiklari
calismada SIRT1 protein ekspresyonunun 50 puM konsantrasyondan itibaren arttigi
gosterilmistir (118). SIRT1’in, p53, Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NF«B, p73, PGC-1a ve
PPARY gibi hiicresel yaslanma, hiicre dongiisii ve apoptoz siireclerinde yer alan proteinleri
deasetile ettigi bildirilmistir (47). Kanser terapisinde SIRT1’in aktivasyonu ve inhibisyonu ile
iliskili sinyal yolaklar1 ve hiicreler iizerinde apoptotik veya proliferatif etkisi olup olmayacagi
konusunda bilgiler olduk¢a karmasiktir (47,145). Bu baglamda bir SIRT1 aktivatorii oldugu
belirtilen resveratroliin p53 mutasyonu olan ve olmayan kolon kanser hiicrelerindeki davranisi
ve sinyal ileti yolaklar1 tizerindeki etkisi heniiz agikliga kavusmamais bir alandir. Arastirmamiz
bu alandaki bosluga 151k tutmak amaci ile kurgulanmistir. Bu bilgiler géz 6niine alindiginda
bir SIRT1 aktivatorii olan resveratroliin p53(+/+) veya p53(-/-) hiicrelerde kullaniminin
sonuglarmin oldukca farkli olabilecegi tarafimizdan 6ngoriilmiis ve hiicre proliferasyon ve
Oliimiinde etkin olan gen ekspresyonlarinin p5S3 ve SIRT1 bagimliligini ortaya koymak amaci

ile tiim uygulama gruplarinda gen ekspresyonlar1 incelenmistir.

Bu amagla TGF-B yolaginda bulunan p27, ATF4, MYC ve TRAIL genlerinin deney
gruplarinda ekspresyonlarmin incelenmesi sonucunda; p27 gen ekspresyonunun yapilan diger
caligmalara benzer olarak resveratrol uygulanan ve Sirtinol+Resveratrol uygulanan gruplarda
anlamli olarak artis gosterdigi belirlenmistir. Calismamizdan elde edilen bu veriler Wolter ve
ark.’nin (91) resveratrol uygulamasi ile Caco-2 kolon kanser hiicrelerinde bulmus olduklari
p27 ekspresyon diizeyi ile uyum gostermekte ancak bu verilere SIRT1 aktivitesinin
inhibisyonuna bagli olarak degisebilecegi bilgisini ilave ederek literatiire katki saglamaktadir.

Endoplazmik Retikulum (ER) stresi aktive edici ATF4’{in apoptoz sinyal-regiile edici
kinaz 1 (ASK1) ve kaspaz-12 tarafindan apoptozu baslattigi ve ER stresinde ATF4’{in pro-
apoptotik rolii gosterilmistir (146). Bununla birlikte insan hepatosit Chang hiicre hattinda 10
uM resveratrolin SIRT1 bagimli olarak ER stresi ile artig gosteren ATF4 protein
ekspresyonunu baskilayarak apoptozu azalttig1 gosterilmistir (147). Caliymamizda ise; 60 uM
resveratroliin ATF4 gen ekspresyon artisini hem p53, hem de SIRT1 inhibisyonuna bagimli
olarak gerceklestirdigi saptanmistir. Hiicre apoptozu ve senesens’i ile DNA hasar yanitlarinda

yer alan c-Myc overekspresyonu, DNA hasar yanitinin timdr progresyonunda timor
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baskilanmasi ve timor gelisimini igeren ikili rolii gosterilmistir (148) Fouad ve ark. (112) ise
100 uM resveratroliin HCT116 hiicrelerinde c-myc protein ekspresyonunu 48 saatte anlamli
olarak azalttig1 belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda HCT116P3¢™) ve HCT116P%(") hiicre
hatlarinda 60 uM resveratroliin 24 saat uygulamasi ile mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole
gore anlamli bir fark goriilmemistir. SIRT1 inhibisyonuyla hem HCT116P3(*) hem
HCT116P%3(") hiicrelerde artan c-Myc gen ekspresyon sonuglarimiz, resveratroliin SIRT1
bagimli olarak c-myc ekspresyonunda rol aldigin1 dogrulamaktadir. Gastrik kanser
hiicrelerinde 100 uM resveratrol ile c-myc mRNA ekspresyonunun anlamli olarak azalmasina
karsin, bir SIRT1 inhibitérii olan Nikotinamid uygulamasi ile c-myc mRNA ekspresyonunun
anlamli olarak arttif1 gosterilerek elde edilen sonuglar bizim ¢alismamizla paralellik
gostermektedir (149).

Ekstrensek hiicre 6lim yolagi ile hiicreleri apoptotik 6liime siiriikleyen TRAIL aymi
zamanda intrensek yolagi da TRAIL-kaspaz-8-tBid-Bax kaskad: ile aktive ederek apoptotik
hiicre 6liim mekanizmasinda yer almaktadir (13). Hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 HepG2
hiicrelerinde yapilan ¢alismada 50 uM resveratrol ile sinerjistik olarak 10 ng/mL TRAIL
uygulamasi ile resveratrolim TRAIL uyarimli apoptozu arttirdigi belirlenmistir (150).
Calismamizda ise resveratroliin ve SIRTI1 inhibisyonu etkisinin géz Oniine alindiginda
resveratrolin TRAIL gen ekspresyonunu p53 bagimsiz ancak SIRT1 inhibisyonu bagimli
olarak arttirdig1 saptanmistir. TGF-p yolagindaki tiim genler dikkate alindiginda; resveratrol
uygulamasi ile P27, ATF4 ve MYC gen ekspresyonlariin p53 bagimli olarak artis gosterdigi,
TRAIL gen ekspresyonunun ise p53 bagimsiz oldugu saptanmistir. Bu veriler; resveratroliin
SIRT1 aktivitesinin inhibisyonuna bagimli olarak 6zellikle p27 ve TRAIL gen ekspresyonu
azalmig olan kanser hiicrelerinde olumlu etkisi olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte
resveratroliin bu etkisinin HCT116P*®*") kolon kanser hiicrelerinde daha etkin oldugu
goriilmektedir.

WNT sinyal yolaginda bulunan Siklin D1, uygun CDK molekiilii ile birlestiginde Rb
tiimor baskilayici proteinini fosforilleyerek E2F transkripsiyon faktoriiniin Rb proteininden
ayrilip salmmasma ve DNA sentezi igin gerekli olan proteinlerin aktiflestirilmesine neden
olmaktadr (151). FRA-1, DNA’ya baglanan bir transkripsiyon faktoriidiir ve Siklin D1
onemli bir hiicre dongiisii diizenleyicisidir. Ikisi de transkripsiyonel olarak pB-katenin
tarafindan diizenlenen onkogenler olarak tanimlanmaktadir. Ayrica FRA-1 ve Siklin D1’in

kolonik tiimorlerde upregiile oldugu ve kanser progresyonunda yer aldigi belirtilmistir (152,
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153) FRA-1’in birgok kanserde matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi {iyesinin
ekspresyonunu da diizenledigi bilinmektedir (154). HCT116 ve RKO kolon kanser
hiicrelerinde FRA-1 knockdown edildiginde migrasyon ve invazyonu azalttigi ve paralel
olarak MMP-1 ve MMP-9’u azalttig1 gosterilmistir (155). PPARD geninin farklilagmay1
uyardigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi belirtilmektedir (156). PPARD’nin intestinal
timor bliylimesinin regiilasyonunda yer aldigi rapor edilmistir (157).WISP-1 geni ise Wnt-1-
katenin sinyal ileti yolaginda Wnt-1’in indiiklenmesiyle salinan anahtar bir protein olarak
karsinogenezde yer almaktadir (158). WISP-1’in anti-apoptotik Akt/PKB sinyal ileti yolagini
aktive edebilecegi, p53 uyarimli apoptoz gibi hiicresel apoptozu inhibe etmek i¢in Bcl-XL
ekspresyonunu arttirabilecegi sitokrom C salinimmni baskilayabilecegi bilinmektedir (159).
WISP-1 overekspresyonu ile apoptoz inhibe edilerek tiimdr olusum siireci hizlanabilmektedir
(160).

Belirtilen genler WNT yolaginda bulunan ve kolon kanser hiicrelerinde proliferasyon
yoniinde artig gosteren genler olarak tanimlanmaktadir. Verilerimiz degerlendirildiginde;
resveratroliin Siklin D1 ve FRA-1 genlerinde p53 bagimsiz, PPARD ve WISP genlerinde ise
p53 bagiml artis gosterdigi belirlenmistir. Bunun yami sira, resveratrolin HCT116P%3(%)
kolon kanser hiicrelerinde daha etkin olmak {izere SIRTI1 aktivitesinin inhibisyonu ile
ozellikle Siklin D1, FRA-1 ve PPARD gen ekspresyonlar1 basta olmak iizere artis sagladigi ve
bu nedenle SIRT1 aktivitesi diisiik olan hiicrelerde tiimdrojenik aktiviteyi arttirabilme
olasilig1r oldugunu ifade etmektedir. Buradan yola ¢ikarak resveratrol kullaniminda kolon
kanser hiicrelerinde 6zellikle Wnt yolag1 genlerine etkisi belirlenerek kullanilmasmin uygun
olacagi goriisiindeyiz.

p53 sinyal yolaginda bulunan genler incelendiginde; ekspresyonu p53 tarafindan
diizenlenen apoptotik PUMA geni, anti-apoptotik Survivin geni ve MCL1 geni ve apoptotik
FASLG gen ekspresyonunun resveratrol uygulamasi ile p53 bagimsiz degisim gosterdigi
ancak SIRTI inhibisyonu bagimli olarak gen ekspresyonlarmin arttig1 saptanmistir. Buna
karsin proliferatif 6zellikte olan EGFR ve PCNA gen ekspresyonlarinin ve anti-proliferatif
ozellikte olan FAS, GADD45A, RB1 gen ekspresyonlarinin resveratrol uygulamasi ile p53 ve
SIRT1 inhibisyonu bagimli artis gosterdigi saptanmistir. HCT1163t**) hiicrelerinde PUMA,
FAS, GADDA45A ekspresyon artist ve Survivin azalisi ile resveratrol SIRT1 inhibisyonu

sonucunda p53 varliginda daha etkin olarak proapoptotik etki gosterebilir.
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NF«kB sinyal yolaginda bulunan hiicre adezyon ve metastazindan sorumlu ICAM-1 geni,
hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi ve bazi durumlarda apoptozu uyarmasiyla negatif
biiyiime faktorleri olarak bilinen IFNG geni, neoplastik dokularda tiimor hiicre apoptozunu
uyarmasima karsin kolon karsinoma hiicrelerinde bu 6zelligini kaybeden ve erken evrelerde
tiimor olusumunu uyaran TNF geni p53 bagimsiz; JAK/STAT yolagiyla iligkili olarak ¢esitli
hormon, biliylime faktorleri sitokinler tarafindan uyarilan transkripsiyon faktorlerinden
proliferasyon lehine etki gosteren STAT1 geninin p53 bagimli olarak resveratrol uygulamasi
ile artig gosterdigi ve SIRT1 inhibisyonu bagimli olarak tiim genlerin artis gosterdigi
saptanmistir (161-166). Bu veriler resveratroliin p53 bagimsiz olarak NF«kB yolagini etkiledigi
ancak hiicrelerin SIRT1 aktivite diizeyine bagmmli olarak gen ekspresyonunu

degistirebilecegini gostermektedir.

Resveratrol uygulamasi ile kolon kanser hiicrelerinde, JAK/STAT sinyal yolaginda
bulunan IRF-1, SOCS3, AKT-1 genlerinin p53 bagimsiz ancak FOS, JUN, STAT3, IL1A, IL8
ise p53 bagimli olarak artis gosterdigi bununla birlikte FOS geni disinda tiim genlerin SIRT1
inhibisyonu bagimli olarak arttig1 saptandi. IRF-1, hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptoz, DNA
tamiri ve kromatin yeniden diizenlemesinin regiilasyonunu uyararak timor baskilamasini
tetikleyebilen bir hedef gen setini aktive etmektedir (167). Resveratrol ve SIRT1 inhibisyonu
ile IRF-1 gen ekspresyonundaki artis apoptotik siiregle iliskili bulundugundan hiicrelerde
apoptozun artis1 s6z konusu olabilmekte ve bu etkinin ¢calismamizda yer alan kolon kanser
hiicrelerinde p53 bagimsiz bir mekanizmayla gergeklestigi ongoriilmektedir. STAT yolaginin
Bim, Bax, Bak pro-apoptotik proteinlerle etkileserek ve onlarin aktivitelerini baskilayarak
apoptozu baskilayabildigi bilinmektedir. Bir STAT3 inhibitorii olan SOCS3 proteininin gen
ekspresyonunun artist kolorektal kanser hiicreleri igin proliferatif olan STAT3’iin
baskilanacagi ongdriistinii olustursa da cesitli ¢alismalarda belirtildigi gibi SOCS3’iin her
kanser tiirline gore proliferatif veya apoptotik davranmiglarda bulunabilecegi ve davranis
yoniine uygun olan protein ekspresyonlari ile korele olabilecegi belirtilmektedir (168). Gen
ekspresyonu diizeyinde inceleme yaptigimiz arastirmamizda, MCL-1, STAT-1, Siklin D1,
Myc gibi JAK/STAT yolaginda bulunan proteinlere ait gen ekspresyonlarmin artist SIRT1
inhibisyonu ile Resveratrol uygulamasinin kolorektal karsinomada proliferatif etkisi

olabilecegi siiphesini dogurmaktadir. STAT1 ve STAT3’iin tiimdr olusum siirecinde farkli
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etki gosterebilmektedirler. STAT1’in ¢ogunlukla apoptotik etki gosterdigi, STAT3’iin ise
hiicre i¢i bir¢ok etkilesimde bulunarak proliferasyonu uyardigi bilinmektedir (169-171).

STATS3 aktivasyonunun inhibisyonu hiicreyi apoptoza gotiirebilmektedir. Corvinus ve
ark.’nin (172) yaptigi ¢alismada STAT3 ilin proliferasyonu arttiric1 yonde etki gosterdigi ayni
zamanda STAT3’lin aktivitesinin baskilanmasiyla kolon karsinoma ksenograft tiimdrlerde
tiimoOr biiylimesini azalttig1 gosterilmistir. Kolon kanserinde en fazla upregiile olan IL-8’in,
timor biiylimesi, invazyon ve metastaza katki sagladigi, hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu uyardigi bilinmektedir. Calismamizda; resveratroliin IL-8 gen ekspresyonunu
arttirdig1 ve bu etkinin SIRT1 inhibisyonuyla p53’e bagimli olarak daha da arttirdig1 boylece
hiicre proliferasyonu yoniinde etki gosterebilecegi belirlenen IL-8 gen ekspresyon degisimi ile
gosterilmistir. Calismamizin verileri, resveratroliin SIRT1 inhibisyonu sonrasi proliferasyon
yoniinde etki gosterebilecegini ifade etmektedir.

Sonug olarak; yapmis oldugumuz bu arastirma ile HCT116P%¢™) ve HCT116P3()
kolon kanser hiicrelerinde, 60 uM resveratrol uygulamasmin hiicrelerin p53 mutasyonu ve
SIRT1 aktivite diizeylerine gére hem apoptotik etki hem de gen ekspresyonu diizeyinde farkli
degisimlere neden oldugu ilk kez detayl olarak incelenmistir.

Calismamizda, resveratroliin kolon kanser hiicrelerinde p53 mutasyonu tasiyip
tasimadigi, SIRT1 aktivite diizeylerinin diisiik veya yliksek olma durumuna goére bir¢ok gen
ekspresyonunu degistirebildigi 6zellikle de kanserlesmede 6nemi vurgulanan TGFB, WNT,
p53, NF-xB ve JAK/STAT yolaklarinda yer alan genlerin ekspresyonlarmi degistirebildigi
gosterilmis oldu. Bu genlerde meydana gelen degisimlerin kanserin prognozunda onemli
etkiler yaratabilecegi ongoriilmektedir.

Tim verilerin degerlendirilmesi ile varilan sonug; kolon kanser hiicrelerinde
resveratroliim  p53 ve SIRTI1 aktivitesine gore proliferatif ve/veya apoptotik etki
gosterebilecegidir. Bu baglamda giiniimiizde oldukca popiiler olan ve kanser hastalarinin
bilingsiz kullaniminda olan polifenollerin anti-kanser etkisi olabilecegi gibi kanser hiicresinin
degisken gen ekspresyonu bagli olarak proliferatif etki gosterebilecegi ve prognozu

kotiilestirebilme potansiyeli olacagi 6ngoriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz c¢ercevesinde HCT116 kolon kanser hiicrelerinde Resveratrol-p53-SIRT1-
sinyal ileti yolaklar1 gen ekspresyonlari ilk kez in-vitro kosullarda aragtirilmigtir.
Calismamizda apoptotik incelemelerle de resveratroliin SIRT1 aktivitesi ve p53 bagimli
etkileri belirlenmistir. Bununla birlikte; sirtinol ile saglanan SIRT1 aktivite inhibisyonunun,
siRNA yontemi ile susturum sonrasit degisimler ile karsilastirilamamasi, gen ekspresyon
analizlerinin protein ekspresyon analizleri yapilarak dogrulanamamasi ve elde edilen in-vitro
sonuglarin deney hayvanlarinda gergeklestirilecek in-vivo veriler ile karsilastirilamamas,

arastirmamizin kisithiliklarini ve gelecek caligmalarimizin temelini olusturmaktadir.
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