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KISALTMA ve SIMGELER

%: Yiizde

+ : Standart Hata

°C: Santigrat derece

uL: Mikrolitre

um: Mikrometre

Akt: Protein kinaz B

AMPK: 5’-monofosfat aktive edici protein kinaz
AP-1: aktive edici protein 1

Apafl: Apoptotik proteaz aktive edici faktor -1
APC: Adenomato6z polipozis coli

BAD: Bcl iligkili 6liim diizenleyici

Bak: Bcl-2 homolog antagonist 6ldiiriicti
BAX: Bel iliskili X proteini

Bax: Bcl-2 iliskili protein X

Bcl- 2: B-hiicre lenfoma 2

Bcl- XL: B- hiicre lenfoma ekstra biiyiik
Bcl-2A1: Bcl-2 iliskili protein Al

Bcl-B: Aminoasit sekans1 Boo proteinine benzeyen Bcl-2 proteini
Bcl-W: Bcl-2 benzeri protein 2

Bcl-xL: B-hiicre lenfoma ekstra biiyiik
Bid: BH3 iliskili 6liim bolgesi

Bim: Bcl ilskili mediyator

Bok: Bcl-2 ile iliskili yumurtalik 6ldiiriicii
Breg: Diizenleyici B hiicreleri

CDK: Siklin bagimli kinaz

COz2: Karbondioksit

COX-2: siklooksijenaz-2

DAB: diaminobenzidin

DHR: Dihidroresveratrol

DHR-GLU: Dihidroresveratrol glukuronid
DHR-SUL: Dihidroresveratrol siilfat
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DISC: Oliime neden olan sinyallesme kompleksi
dk: Dakika

DMSO: Dimetilsiilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EGFR: Epidermal biiylime faktorii reseptorii

EMT: Epitelyal-mezenkimal transisyon

ERK: Ekstra seliiler regiile edici kinaz

FADD: Fas ile iliskili 6liim boélgesi proteini

FAP: Ailesel adenomatoz polipozis

FasL: Fas Ligand

FOXP3: Forkhead box P-3;

g: gram

GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor
GST: Glutatyon S-transferaz

h: saat

H>O>: Hidrojen peroksit

HDI: Insan gelisim indeksi (Human Development Index)
HH: Hedgehod

HIF-1a: Hipoksi indiikleyici faktor-1a

HNPCC: Kalitimsal polipozis dis1 kolon kanseri
HSP: Is1 sok proteinleri

IAPs: Apoptoz inhibitdr proteinleri

ICAD: Kaspazla aktiflestirilen DNAaz inhibitorii I
IL: interldkin

IRAK: Interldkin-1 reseptor-iliskili kinaz

LPS: lipopolisakkarit

MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
MAPK-AKkt: Mitojen aktive edici- protein kinaz B
Mcl-1: Indiiklenmis miyeloid 16kemi hiicresi farklilastirici protein 1
MCP1: Monosit kemoaktraktant protein-1

MEK: Mitojen aktive edici protein kinaz

MF: macrofaj

mg: miligram



MiRNA: Mikrozomal riboniikleik asit

mL: Mililitre

mM: Milimolar

MMP- 2 Matrik Metalloproteinaz- 2

MMP- 9Matriks Metalloproteinaz- 9

mRNA: Mesajc1 riboniikleik asit

MTT: (3- (4,5-di-metiltiyazol-2-il) -2,5 DifeniltetrazoliumBromid
NF-xB: Niiklear faktor kapa beta

NK: Dogal o6ldiiriicii hiicreler (natural killer cells)

NLRP3: Nod benzeri reseptor ailesi

nm: Nanometre

NO: Nitrik oksit

NOXA: Phorbol-12-miristat-13-asetat ile indiiklenen protein 1
Nrf2: Niiklear faktor eritroid 2 iligkili faktor 2

PBS: Phosphate buffered saline

PC: Plazma hiicreleri

PG: Prostaglandin

PGEZ2, prostaglandin E2

PI3K: Fosfo inasitid 3 kinaz

pRb: protein retinoblastoma

PUMA: p53 regiile edici apoptoz modiilatorii/p53 upregulated modulator of apoptosis
RES-GLU: Resveratrol glukuronid

RES-SUL Resveratrol siilfat

RIP: Reseptor iligkili protein

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirevleri

RR: Relatif risk

RSV: Resveratrol

SD: Standart sapma

SET: Niiklear protoonkogen

Sirtl: sessiz ¢iftlesme tiirii bilgileri diizenleme 2 homolog-sirtuinl
Smad: Small mothers against decapentaplegic

STAT 3: Sinyal transdiiktor ve transkripsiyon aktivatori 3



SULT: Sulfotransferaz

TAM: Tiimdr iliskili makrofaj

TBK1: TANK baglayici kinaz 1;
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Resveratroliin Kolon Kanser Hiicrelerinde Hiicre Siklusu Uzerine Etkisi
Ogrenci ad1: Servet Madencioglu

Damisman: Proff. Dr. Seving Yiicecan

Es-damisman: Prof. Dr. Hafize Seda Vatansever

Anabilim Dali: Beslenme ve Diyetetik
OZET

Amac. Resveratrol stilbenoid sinifinda yer alan fitokimyasal bir bilesiktir. Bu
calismada resveratroliin primer (Colo-320) ve metastatik (Colo-741) kolon kanseri
hiicrelerinde apoptotik ve senesens iizerindeki etkilerinin arastirilmast amaglanmaistir.
Gere¢ ve Yontem: Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde hiicre biiylimesi ve
sitotoksisitesinin belirlenmesinde MTT testi kullanilmuistir. Resveratroliin apoptotik ve
senesens indiikleyici aktivitesi immunositokimya, TUNEL ve x-Gal boyama
yontemleri ile test edilmistir. Iimmiinositokimyasal analizlerde; Bax, Bcl-2, kaspaz-3,
Hsp27, Lamin BI1, pl6, siklin Bl dagilimlari degerlendirilmistir. Resveratrol
uygulamasinin eksozomal total miRNA konsanstrasyonlarma etkisi miCURY
eksozom izolasyon kiti kullanilarak analiz edilmistir. Bulgularin istatistiksel
degerlendirilmesinde GraphPad Prism 8 Statistical Software programi kullanilmistir.
Bulgular: MTT sonuglarina gére Colo-320 hiicresi i¢in 25 pug/mL, Colo-741 hiicresi
icin 10 pg/mL resveratrol hiicre canliligini azaltmada daha etkili bulunmustur.
Immiinositokimyasal boyama sonuglarina gore Colo-320 hiicrelerinde Bax
immiinoreaktivitesi ~ resveratrol = uygulamasindan  sonra  artarken,  Bcl-2
immiinoreaktivitisi  azalmistir.  Resveratrol —uygulamasindan sonra  Hsp27
immiinoreaktivitesi Colo-320 hiicrelerinde Colo-741 hiicrelerine kiyasla daha fazla
bulunmustur. TUNEL pozitif hiicre sayis1 Colo-320 hiicrelerinde, x-Gal pozitif hiicre
sayisl ise Colo-741 hiicrelerinde daha fazla bulunmustur. Ayrica resveratrol Colo-320
ve Colo-741 hiicrelerinde total miRNA konsantrasyonlarinda anlamli olmayan bir
azalmaya sebep olmustur.

Sonug: Resveratroliin hem primer hem de metastatik kolon kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligini azalttig1, ancak resveratrol primer kanser hiicrelerinde senesense gore
intrinsik apoptozu indiiklemede daha etkili oldugu bulunmustur. Resveratrol
hiicrelerdeki MiRNA ekspresyonlarini etkileyebilmektedir. Resveratroliin apoptotik

ve hiicre siklusu tizerindeki etkileri hiicre tipine gore farklilik gostermistir.

Anahtar kelimeler: Resveratrol, hiicre 6liimii, hiicre siklusu, Colo-320, Colo-741
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Effect of Resveratrol on Cell Cycle in Colon Cancer Cells

Student’s Name: Servet Madencioglu
Advisor: Prof. Dr. Seving Yiicecan
Co-Advisor: Prof. Dr. Hafize Seda Vatansever
Department: Nutrition and Dietetics

ABSTRACT

Objective: Resveratrol is a phytochemical compound which classificied in stilbenoid.
In this study, it was aimed to investigate the apoptotic and senescence inducing effects
on primary (Colo-320) and metastatic (Colo-741) colon cancer cell.

Materials and Methods: Cell growth and cytotoxicity were detected by MTT method
in both Colo-320 and Colo-741 cell lines. Apoptotic and senescence inducing activities
were tested with TUNEL staining, X-gal staining and immunocytochemistry using
antibodies directed against to Bax, Bcl-2, caspase-3, Hsp27, Lamin B1, p16, cyclin
B1. The effect of resveratrol treatment on exosomal total miRNA concentrations was
detected by the miCURY exosome isolation kit.

Results: According to MTT results, 25 pg/mL and 10 pg/mL concentrations of
resveratrol were found more effective for Colo-320 and Colo-741 cell lines,
respectively. As a result of immunocytochemical staining, Bax immunoreactivity was
significantly increased while Bcl-2 immunoreactivity significantly decreased in Colo-
320 cell line. Hsp27 immunoreactivity in Colo-320 cell line was significantly higher
than Colo-741 cell line. In addition, after resveratrol administration, while the TUNEL
positive cells significantly increased in Colo-320 cells, X-gal positive cells was
detected in Colo-741 than Colo-320 cells. In addition, total miRNA concentration was
decreased in Colo-320 and Colo-741 cells after the resveratrol treatment.
Conclusion: Resveratrol can inhibit cell viability both in primer and metastatic colon
cancer cells. However, resveratrol might be more effective triggering mitochondrial-
mediated apoptosis in primary colon cancer cells. Also, resveratrol can affect MiRNA
expressions in cells. Apoptotic and cell cycle inhibiting effects of resveratrol may
differ by cell type.

Keywords: Resveratrol, cell death, cell cycle, Colo-320, Colo-741.



1.0. GIRIS ve AMAC

1.1.Giris ve Amac¢

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda her y1l teshis edilen kanserlerin ve kansere bagl
oliimlerin yaklasik %10'unu olusturmaktadir (Bray ve ark., 2018). Gelismis tilkelerde
daha fazla insidansa sahip bir kanser tiiriidiir. Ozellikle bat1 tarz1 yasam stillerinin
benimsenmesi ile bu insidansin artacagi ve kiiresel kolorektal kanser yiikiintin 2030'a
kadar %60 artarak 2.2 milyon yeni vakaya ve 1.1 milyon O&liime ulasacagi
beklenmektedir (Arnold ve ark., 2017).

Kolon kanseri, bagirsakta lokalize oldugunda yiiksek oranda tedavi olabilen bir
hastaliktir. Cerrahi operasyon birincil tedavi seklidir ve hastalarin yaklasik %50' sinde
iyilesme ile sonuglanir. Ameliyat sonrasi tekrar timor olusumu 6nemli bir sorundur ve

genellikle kolon kanserinden oliimlerin esas nedenidir (Board, 2019).

Kolorektal kanser igin bir¢ok degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri
bulunmaktadir. Kalitsal yapi, etnik koken, yas ve cinsiyet degistirilemeyen risk
faktorleri arasinda kabul edilmekle birlikte, beslenme, viicut ve abdominal yag orani,
fiziksel aktivite, tiitlin kullanimi, kullanilan ilaglar degistirilebilir risk faktorleri
arasinda degerlendirilmektedir (IARC., 2019). Degistirilebilen risk faktorlerinin

Onemini gosteren ¢alismalar artmakla birlikte heniiz bir netlik kazanmamustir.

Kolorektal kanser tedavisi, goriintiileme, cerrahi teknikler ve kemoterapideki
gelismeler de dahil olmak {izere son yillarda hizla ilerlemistir. Bununla birlikte, tedavi
sonuclarinin timor spesifik 6zelliklere gore biiylik ol¢iide degistigi giderek daha net

ortaya konmaktadir (Siegel ve ark., 2017).

Onleme ve tedavi politikalarmin planlanmasi igin kanser ile ilgili ¢alismalarin
yapilmasi ve mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. WHO ve
IARC insanlarda kanserin sebepleri ve karsinogenez mekanizmalarinin belirlendigi
calismalara ihtiya¢ duyuldugunu ve konu ile ilgili calismalar yapilmasinin gerekliligini
vurgulamaktadir (https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer.
Erisim tarihi: 1.03.2019.).



Geleneksel tedavi yontemlerinin yaninda ¢esitli biyolojik aktiviteleri sayesinde
fonksiyonel besin bilesenleri de tedavi yontemlerinin etkinligini artirmak ve yan
etkilerinin azaltilmasi amaciyla yeni bir tedavi yaklagimi olarak giinlimiizde yerini

almaktadir (Marmol ve ark., 2017).

Fitokimyasallardan resveratrol; cikolata, fistik, dut, yaban mersini, lizim ve
kirmiz1 sarap gibi besinlerde bulunur. Son yillarda insan saglig1 lizerindeki potansiyel
etkileri nedeniyle lizerinde ¢okga arastirma yapilmaktadir (Dybkowska ve ark., 2018;
Valentovic ve ark., 2018)

-Resveratrol ¢ok giiglii antioksidan 6zelligi sayesinde ¢esitli kronik hastaliklardan
koruyucu potansiyel etki gosterebilmektedir (Pandey ve Rizvi., 2011). Antioksidan
ozelliginin yiiksek olmasi, amfifilik karaktere sahip olmasiyla iligskilendirilmektedir.
Hem hidrofobik hem de hidrofilik kisimlarinin olmast; hiicre ve hiicre membranindaki
yapilar1 oksidatif hasardan koruyabilecegini diisiindiirmektedir (Dybkowska ve ark.,
2018; Valentovic ve ark., 2018)

Arastirma sonuglari; resveratroliin giliclii antioksidan 6zelliklerinin yaninda
kardiyoprotektif, antiplatelet, antiinflamatuvar, antidiyabetik, antiaging, ndroprotektif,
hepatoprotektif, antiastim, antiartirit ve antikanser aktivite gosterdigini de

belirtmektedir (Pandey ve Rizvi., 2011; KurSvietiené ve ark., 2016).

Resveratroliin kanser iizerine olan potansiyel etkisinin belirlenmesi, 1997 yilinda
deri kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alisma ile gosterilmistir. Calisma sonuglarina gore
resveratrol antioksidan ve antimutajenik etki gostererek faz Il enzimlerini uyarmakta,
antiinflamatuvar etki gostererek siklooksijenaz ve hidroksiperoksidaz enzimlerini
inhibe etmektedir. Resveratroliin bu etkileri ile kanserin baslamasi ve ilerlemesinde
durdurucu potansiyel etkisinin olabilecegi savunulmaktadir (Jang ve ark., 1997).
Aragtirma sonuglar1 resveratroliin ¢esitli metabolik yolaklar1 etkileyerek akciger,
meme, kolon ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinin baglamasi ve ilerlemesini

durdurucu potansiyel etkilerinin oldugunu gostermektedir (Park ve Pezzuto., 2015).

Bu calismada resveratroliin Colo-320 (primer) ve Colo-741(metastatik) kolon
adenokarsinoma hiicrelerinde apoptoz ve hiicre siklusu iizerindeki etkilerinin
arastirtlmas1 ve bu etkileri hangi mekanizmalar ile gosterdiginin ortaya konmasi

amaclanmaktadir. Bu ¢alismanin diger bir amaci resveratroliin iki farkli kolon kanser



hiicresinden salinan eksozomlar ve eksozomal miRNA konsantrasyonlari iizerine olan

etkilerinin incelenmesidir.

Mevcut hiicre hatlarinda resveratroliin hiicre siklusu ve apoptotik etkileri ve etki
mekanizmalarin1 ortaya koyan bir calisma bulunmamaktadir. Bu arastirmanin
sonuglar1 kullanilan hiicre hatlarinda apoptoz ve senesens ile ilgili proteinler olan
Hsp27, lamin B1 ve siklin Bl proteinlerini inceleyen ilk ¢alisma olacaktir ve bu
yoniiyle bilime katki koyacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmanin ayrica; resveratroliin
antikanser aktivitelerini arastiran diger arastirmalar i¢in temel olusturmasi ve gesitli
yolaklar iizerindeki etki mekanizmalarinin ortaya konmasinda temel olusturmasi

hedeflenmektedir.

1.2. Hipotezler

e Ho hipotezi: Resveratroliin Colo-320 ve Colo741 kolon kanseri hiicre hatlarinda
apoptoz ve hiicre siklusu tlizerinde bir etkisi yoktur.

e Hai hipotezi: Resveratrol Colo-320 ve Colo-741 kolon kanseri hiicre hatlarinda
doz ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre canliligini azaltmaktadir.

e Ho2 hipotezi: Resveratrol Colo-320 ve Colo-741 kolon kanseri hiicre hatlarinda
apoptozu indiiklemektedir.

e Hs hipotezi: Resveratrol Colo-320 ve Colo-741 kolon kanseri hiicre hatlarinda

hiicre siklusunu durdurucu etki gostermektedir.



2.0. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser
2.1.1. Epidemiyolojisi

Kanser viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla karakterize bir hastaliktir.
Diinyada ikinci 6liim sebebi olup 2018 yilinda ortalama 9.6 milyon insan kanser
nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Diinyadaki her alt1 6liimden biri kanser sebebiyle
olmaktadir  (https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer.  Erisim
tarihi: 1.03.2019.).

Diinyadaki kanser insidansinin %10’undan fazlasini Kkolorektal kanserin
olusturdugu bildirilmektedir (IARC., 2019). Kolorektal kanser erkeklerde iigiincii,
kadinlarda ise ikinci en yaygin kanser tiiridir (IARC., 2019). 2018 yilinda Diinya
genelinde 1.8 milyon kolorektal kanser vakasinin oldugu bildirilmis, 2020 yilinda
104.619 kisinin kolon, 43.340 kisinin rektal kanseri, 2035 yilinda ise 2.5 milyon
kisinin yeni kolorektal kanser tanisi alacagi ongériilmiistiir (Board., 2019.; Dekker ve
ark., 2019; https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer. Erisim
tarihi: 1.03.2019.)

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore kanserin 2010 yilindaki ekonomik maliyeti
yaklagik 1.16 trilyon $’dir. Diisiik ve orta gelirli tilkelerdeki 6liimlerin %701 kanser
yiiziinden olmaktadir ve bu iilkelerde kanser ile ilgili ¢esitli politikalarin olusturulmasi
ongorilmektedir (https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer.
Erigim tarihi: 1.03.2019).

2.1.2. Risk faktorleri

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kolorektal kanser i¢in de degistirilebilen ve
degistirilemeyen risk faktorleri bulunmaktadir (Dekker ve ark., 2019).
Degistirilemeyen risk faktorlerinin baginda cinsiyet, etnik koken, yas ve kalitim
gelmektedir (Dekker ve ark., 2019; Thanikachalam ve Khan., 2019; Marmol ve ark.,
2017). Insidans ve mortalitesi erkeklerde kadinlara goére %25 daha fazla olmakla
birlikte Afro-Amerikalilarda da kolorektal kanser riski daha yiiksektir (Dekker ve ark.,
2019). Hastalik insidans ve mortalitesi 50 yas iizerindeki kisilerde daha fazla
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gozlemlenmektedir (IARC., 2019). 2018 yilinda Diinyadaki 1.8 milyon kolorektal
kanser vakasinin 0.18 milyonunun (%10) 50 yasindan kii¢iik, 1.07 milyonunun (%59)

50-74 yas aras1 ve 0.55 milyonu (%31) 75 yasindan biiyiik bireylerde gozlemlenmistir
(IARC., 2019).

Kolorektal kanser tanisi alan kisilerin %10-20’sinin ailesinde kolorektal kanser
Oykiisii bulunmaktadir (IARC., 2019; Dekker ve ark., 2019). Kalitsal kanserler tiim
kolorektal kanserlerin %5’ini olusturmakta ve allelde olusan nokta mutasyonlari
mutant gen ve timor hiicresi olusumunu etkileyebilmektedir (Marmol ve ark., 2017).
Kalitsal kolorektal kanseri; ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ve kalitimsal polipozis
dis1 kolon kanseri (hereditary nonpolyposis colorectal cancer [HNPCC]) olarak iki
sekilde smiflandirilmaktadir. Ailesel adenomat6z polipozis (FAP)’ta kolonda malign
polip olusumu s6z konusudur. Kalitimsal polipozis disi kolon kanseri ise
deoksiriboniikleik asit (DNA) tamir mekanizmalarindaki bozukluklarla ilintilidir
(Marmol ve ark., 2017). Genel olarak kalitsallik sonucu gozlemlenen kolorektal
kanser tilirleri ya tiimor baskilayict adenomatozis polipozis koli (adenomatous
polyposis coli [APC]) geninde mutasyon sonucu 40 yastan dnce gozlemlenmekte ya
da 40’li yaslarin ortasinda DNA tamir genlerindeki mutasyon sonucu
gozlemlenebilmektedir (WCRF ve AIRC, 2017). Kalitimin diginda tek gen mutasyonu
gibi  genomla ilintili  degisiklikler de kolorektal kanser gelisimi ile
iliskilendirilmektedir (Dekker ve ark., 2019).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari (iilseratif kolit ve chron’s hastalig1), asir1 kilolu
ve obez olma, diyabet ve insiilin direnci, akromegali, immunosupresif ila¢ kullanimu,
androjen yoksunlugu tedavisi, kolesistektomi, koroner arter hastaligi, uterokolik
anastomosis gibi hastaliklar ve kolonda Fusobacterium nucleatum ve Bacteriodes
fragilis gibi bakteri tiirleri sonucu enfeksiyon olusumu da kolorektal kanser risk
faktorleri olarak kabul edilmektedir (Thanikachalam ve Khan., 2017; Dekker ve ark.,
2019).

Genel olarak kolorektal kanser insidansi iilkelerdeki ekonomik geligsmelerle ve
insan gelisim indeksi (Human Development Index-HDI) ile dogru orantili olup,
sanayilesmis ve bat1 tarzi yasam stili olan toplumlarda daha fazla goriilmektedir

(IARC., 2019; WCRF ve AIRC, 2017).



Tiitlin ve alkol kullanimi, sagliksiz beslenme ve sedanter yasam kanser i¢in dnemli
Onlenebilir risk faktorleridir (Dekker ve ark., 2019; (https://www.who.int/en/news-
room/fact-sheets/detail/cancer. Erisim tarihi: 1.03.2019). Ozellikle sagliksiz beslenme
kolorektal kanser gelisiminde %70-90’lik bir etkiye sahip olup beslenmenin
diizenlenmesi ile kolorektal kanser gelisimi dnlenebilmektedir (Afrin ve ark., 2020).
Saglikli beslenme immiin yanit, inflamasyon gibi ¢esitli fizyolojik yolaklari
etkileyerek karsinogenezi ¢esitili basamaklarda durdurucu etki gosterebilmektedir.
Kalsiyum, posa, siit ve tam tahillar diisiik kolorektal kanser riski ile iligkilendirilirken,
kirmizi ve islenmis et tiikketimi yiiksek kolorektal kanser riski ile iligkilendirilmektedir
(Song ve ark., 2015). Bunun disinda gesitli besin ogeleri ve besinlerin kolorektal

kanser ile iligkili mekanizmalar1 Sekil 1. ve Tablo 1.’de gosterilmistir.

Literatlir incelendiginde bazi1 besin bilesenlerinin 6zellikle fitokimyasallarin
kanserden koruyucu potansiyel etki gosterebilecegini rapor edilmektedir (Zamora-Ros
ve ark., 2018). Bununla birlikte kanser ilaglarina gore diisiik yan etkilere sebep olup
kanser ilaglar1 ile kombine edildiginde tedavinin etkinligini artirabilmektedir (Chung
ve ark., 2018). Fitokimyasallar karsinogenez siireci ile ilgili ¢esitli sinyalizasyon
yolaklarin1 kontrol ederek kolorektal kanserin baglamasi, ilerlemesi ve metastazi gibi
cesitli basamaklarda durdurucu potansiyel aktivite gosterebilmektedir ve bu 6zellikleri

sayesinde kanser arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadirlar (Afrin ve ark., 2020).
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Sekil 1. Kolorektal kanserin ¢esitli besin ve besin ogeleri ile iligkili biyolojik

mekanizmalari (Song ve arkadaslari., 2015).



Tablo 1. Kolorektal kanser riskini etkileyen besin 6geleri ve besinler (Song ve ark.,

2015)
Besin Kamt Risk tahmini (RR) Olas1 Mekanizmasi
ogesi/Besin diizeyi
Kalsiyum Miimkiin RR =0.92 (0.89-0.95) e Yag asitlerine ve serbest safra
toplam kalsiyum aliminda asitlerine baglanma
her 300 mg /giin artis e Hiicre proliferasyonunu baskilama
e Hiicre farklilasmas1 ve apoptoz
e  Oksidatif DNA hasarini inhibe
etme
e Kolorektal kanserle iligkili hiicre
sinyal yollarin1 modiile etme
Vitamin D Sinirli- RR =0.95 (0.93-0.98) e Antiproliferasyon etki
destekleyici diyetteki D vitamini e Hiicre farklilasmasi ve apoptoz
aliminda her 100 e Antiinflamatuvar etki
[U/giin’lik artis; e Invazyon ve metastazi inhibe edici
RR=0.96 (0.94-0.97) etki
dolasn.ndaki 25(OH) D e  Anjiyogenezi baskilama
diizeyinde her 2.5 ng /mL
(6.25 nmol / L) artig
Posa Inandirict RR =0,90 (0,86-0,94) e Direngli nisastanin bakteriyel
diyet posasi aliminda her fermantasyonu ile tiretilen kisa
10 g/giin artis zincirli yag asitlerinin antikanser
aktivitesi
e Digkr hacmini artirma
e Kolon transit siiresini azaltma
e  Artmis kolonik karsinojen igerigini
azaltma
o  Adipositeyi azaltma
Folat Sinirlhi- RR =0,99 (0,93-1,05); o  DNA metilasyonu ve DNA sentezi
destekleyici Diyet folat aliminda i¢in temel besin 6gesi
100 pg / giin artis e  Karsinogenezde kritik rol
RR=0.98 (0.94-1.03)
toplam folat alimida
100ug / giin artig
Vitamin Bg N/A RR =0.90 (0.75-1.07), B6 e  Tek karbon metabolizmasi
vitamini aliminin en ° DNA sentezi ve DNA
yiiksek ile en diigiik metilasyonu
kategorilerini
karsilastirma;
RR=0.51 (0.38-0.69)
Piridoksal 5’-fosfatin
kandaki her 100 pmol / mL
artis
Metionin N/A RR =0,89 (0,79-1,00) en e  Tek karbon metabolizmasi
yiiksek ile en diisiik e DNA sentezi ve DNA metilasyonu
kategorilerini karsilastirma o Hiicre biiyiimesinin inhibe etme
o Antiinflamatuvar etki
Sinirli- RR =0.93 (0.79-1.10) e Antioksidan etki
Vitamin sonuglandiril  toplam A vitamini igin, e Antiproliferatif etki
A CE mamis 0.86 (0.74-1.00) toplam C Proapoptotik etki
vitamini i¢in ve 0.83 (0.70- o  Antiinflamatuvar etki

0.99) toplam E vitamini
icin en yiiksek ile en diisiik
kategorilerini karsilagtirma
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Tablo 1. (devam). Kolorektal kanser riskini etkileyen besin dgeleri ve besinler (Song
ve ark., 2015)

Sinirli- RR =0.81 (0.71-0.92), e  Antioksidan etki
Selenyum  sonuglandirilmamig  serum, plazma veya ayak e Antiproliferatif etki
tirnaklarinda selenyum e Proapoptotik etki
konsantrasyonlarinin en e Antiinflamatuvar etki
diisiik ve en diisiik
kategorilerini karsilastirma
Toplam Sinirli- RR =0,99 (0,89-1,09) en o Intestinal safra asidi
yag sonuglandirilmamis  yiiksek ve en diisiik seviyesini artirma (Safra
kategorilerini karsilagtirma asitlerinin bakteriler
tarafindan deoksikolik aside
metabolize edilmesi
kolorektal kanser gelisimini
indiikleyebilmektedir)
Omega-3 Sinirli- RR =0,97 (0,86-1,10) en e Aragidonik asit tiirevi
sonuglandirilmamig  yiiksek ile en diigiik eikasonoid tiretimini
kategorilerini karsilastirma baskilamasi sonucu
inflamasyonda azaltma
e  Transkripsiyon faktoérlerinin
aktivitesini diizenleme
e  Gen ekspresyonu ve sinyal
transdiiksiyonu
e Insiilin duyarliligin1 artirma
e  Hiicre zar akiskanliginin
degistirme
Kirmiziet  Kesin RR =1,16 (1,04-1,30) e Hem demirin karsinojenik
ve iglenmis kirmizi ve iglenmis et etkisi
et lirlinleri aliminda 100 g / giin artis e N-nitrozo bilesikler
e  Pigirme sirasinda olusan
heterosiklik aminler
e Adiposite ve insiilin
seviyelerini artirma
Siit Olasi RR = 0,91 (0,85-0,94) e Kalsiyum ve vitamin D’nin
toplam siit aliminda 200 g / (zenginlestirme yapilmis
giin artig stitler i¢in) antineoplastik
etkisi
e  Konjuge linoleik asit
e  Biitiirik asit
e Laktoz
Meyveler Simirli-destekleyici  RR =0,97 (0,94-0,99) e  Antikarsinojenik bilesikler
meyve aliminda 100 g / giin (folat, vitaminler, posa,
artis mineraler, flavonoidler)
o Adipositeyi azaltma
Nisastali Smirli-destekleyici  RR =0,98 (0,96-0,99) sebze e  Antikarsinojenik bilesikler
olmayan aliminda 100 g / giin alim (folat, vitaminler, posa,
sebzeler artis mineraler, flavonoidler,
glukosinolatlar)
e  Adipositeyi azaltma
Tam Kesin RR=0,83(0,78-0,89) tam e Igerisindeki posa,
tahillar tahil tiiketiminde 3 porsiyon antioksidan ve

/ glin artig

fitokimyasallar antikanser
etki

Adipositeyi azaltma
Insiilin duyarlihigmi artirma
Insiilin seviyelerini azaltma

11



2.1.3. Kolorektal kanserde kullanilan tedavi yontemleri

Kolorektal kanserde kullanilacak tedavi yoOntemleri hastaligin derecesi ile
iligkilidir ve tiimor-nod-metastaz (TNM) siniflamasi baz alinarak multidisipliner bir
ekiple tedaviye karar verilmektedir (Board, 2019; IARC, 2019). Kolorektal kanserde
molekiiler bozukluklar ve hastaligin klinikopatolojik 6zelliklerinin bilinmesi tedavi
yonetiminin daha iyi yapilabilmesine yardimci olmaktadir (Sakanashi ve ark., 2019).
Endoskopik rezeksiyon, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi, hedefe yonelik tedavi,
radyofrekans ablasyonu, kriyocerrahi kolorektal kanser tedavisinde kullanilan tedavi
yontemlerindendir (Dekker ve ark., 2019; Board, 2019). Bu tedavi ydntemlerinin
yaninda cesitli alternatif tedavi yontemleri (antiinflamatuvar ilaglar, probiyotikler,
metal bazli ilaglar (platinyum ve altin) ve fonksiyonel besinler kolorektal kanser

tedavisinde kullanilan yeni tedavi yaklagimlarindandir (Marmol ve ark., 2017).

Tim tedavi yontemlerindeki oncelikli amag¢ tiimdr hiicresinin apoptozunu
saglamaktir (Sakanashi ve ark., 2019). Ancak tedavi sonucunda kanser hiicresi
apoptoza gitmek yerine kendi proliferatif yeteneklerini durdurarak hiicresel senesens’e
de gidebilmektedir (Gonzalez ve ark., 2016).

2.2. Apoptoz

Apoptoz, tiim canlilarin olusumundan 6liimiine dek, sagliginda ve hastaliginda,
stirekli olarak, gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerinin ¢evreye
zarar vermeden molekiiler temelleri ve siireci olan hiicre i¢i bir programla Sliimiinii
gerceklestiren, programlanmis hiicre 6limii mekanizmasidir (Johnson ve ark., 2015).
Cok hiicreli organizmalarin biliyiimesi, gelisimi ve devamliliginin saglanmasinda hiicre
tiretimi kadar bu hiicrelerin yok edilme mekanizmalar1 da 6nemli bir yer tutmaktadir
(Johnson ve ark., 2015; Elmore., 2007). Apoptoz mekanizmalari olduk¢a kompleks ve
enerji bagimli molekiiler kaskadlarla iliskilidir (EImore., 2007). Apoptoz, ekstrinsik,
perforin/granzim ve intrinsik olmak tizere ti¢ farkli yolakla gergceklesmekle birlikte
yolaklar birbiriyle iliskilidir ve bir yolaktaki molekiil diger yolag1 da
etkileyebilmektedir (Sekil 2.) (Elmore., 2007).

Kaspazlar apoptozu ve inflamasyonu kontrol eden sistein proteaz enzimlerdir.

Apoptozu hem baslatip hem de durdurabilirler (Rahmanian ve ark., 2016). Kaspaz-2,
12



8, 9 ve 10 baslatic1 kaspazlarken, kaspaz-3 ,6 ve 7 sonlandirici kaspazlardir (Pistritto
ve ark., 2016). Kaspazlar normalde inaktif olarak bulunurlar ve apoptoz ya da
inflamasyon durumlarinda dimerize olarak aktif forma gegerler ve apoptozu baslatirlar
(Rahmanian ve ark., 2016; Shalini ve ark.,2015). Prokaspaz-8 ve -10 ekstrinsik yolagi,
prokaspaz-9 ise intrinsik yolagi baslatic1 kaspazlardir. Bununla birlikte kaspaz 8 hem
ekstrinsik hem de intrinsik yolag: aktive edebilmektedir (Pistritto ve ark., 2016).

2.2.1. Ekstrinsik yolak (6liim reseptor yolagr)

Ekstrinsik yolak, 6liim reseptorii bagimli yolak olarak da bilinmekte ve hiicre
yiizeyindeki 6liim reseptorleri araciligi ile baglamaktadir (Pistritto ve ark., 2016). Bu
O0lim reseptorleri Timor nekrozis faktor reseptor (TNFR) siiper ailesine ait
homotrimer yapida transmembran proteinleridir (Johnson ve ak., 2015). TNFR1-TNF-
a, FAS (CD95, APO-1), FasL, TRAILR1 (DR-4)-TRAIL, TRAILR2 (DR5)-TRAIL
olim reseptorleridir ve bu reseptorler kendisine uygun ligandi stimiile ederler.
(Pistritto ve ark., 2016). Ekstrinsik yolak ile ilgili en fazla bilinen ligandlar arasinda
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5 ligandlar
gosterilebilmektedir  (Elmore., 2007). Ligandin stimiile olmasiyla reseptor
oligomerizasyon ve konformasyonel degisiklige ugrayarak sitoplazmik 6liim domaini
olusturur. Bu 6liim domaini daha sonrasinda 6liim domaini igeren proteinlerle
etkilesime gecmektedir (Pistritto ve ark., 2016). Oliim proteini ile bagl ligandlar
prokaspaz-8’e baglanarak o6liim indiikleyici sinyalizasyon kompleksini (Death
inducing singnaling complex) olustururlar (Pistritto ve ark., 2016).Kaspaz-8’in aktive

olmasi apoptozun son basamagini aktive etmektedir (EImore., 2007).

2.2.2 Perforin/Granzim yolagi

T-hiicre aracili sitotoksisite ve perforin-granzim bagimli hiicre oliimiiniin
gerceklestigi apoptotik yolaktir (EImore., 2007). Bu yolakta hiicrede sitotoksisite; T-
hiicreleri ve dogal 6ldiiriicti hiicreler aracilig ile saglanmaktadir (Trapani ve Smyth.,
2002). T-hiicre aracilt hiicre 6liimiinde sitotoksik T hiicreleri ekstrinsik yolak araciligi
ile ve FasL/FasR etkilesimi ile hedef hiicrede apoptozu tetikleyebilmektedir (EImore.,

2007). Bunun yaninda timor ya da viriis hiicrelerinde transmembran por olusumunu
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saglayan molekiil perforinin sekresyonunu da saglamakta ve daha sonra bu porlardan
hedef hiicreye serin proteaz enzimleri olan granzim A ve granzim B saliimu ile

apoptoz indiiklenmektedir (EImore., 2007; Martinvalet ve ark., 2005).

Granzim A; apoptozu kaspaz bagimli olmayan yolak iizerinden indiiklerken
granzim B; kaspaz bagimli yolakla hiicrede apoptozu indiiklemektedir. (Elmore.,
2007). Granzim A, DNAaz NM23-H1’i aktive etmektedir. Bunun aktive olmasi
SET’in inhibisyonunu saglamaktadir. SET niikleusta lokalize olmustur ve hiicrenin
oksidatif strese yaniti, kromatin yapisi ve DNA tamiri ile iliskilidir (Elmore., 2007,
Martinvalet ve ark., 2005). Granzim A; SET inhibisyonunu saglayarak hiicrede
oksidatif stresi ve mitokondrial membran potansiyelinin kaybini da saglamaktadir
(Martinvalet ve ark., 2005). Mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi, DNA
ve kromatin yapinin korunamamasi ise hiicrede apoptozu tetiklemektedir (Abate ve
ark., 2020; Elmore., 2007).

Hiicrede granizm B, cesitli proteinleri aspartat kalintilarina pargalar ve bu
parcalanma prokaspaz-10 aktivasyonunu ve ICAD (Inhibitor of Caspase Activated
DNAase)’un bozunmasini saglar. Ayrica granzim B, Bid pargalanmasini ve sitokrom
¢ salinimin1 da uyarabilecegi gibi direkt olarak kaspaz-3 aktivasyonunu da tetikler
(Elmore., 2007).

2.2.3. Intirinsik yolak (mitokondriyal yolak)

Radyasyon, kemotorapdtik ajanlar, DNA hasar1 gibi hiicrede stres yaratan
durumlarda hiicreler kendi apoptozlarini aktive edebilmektedir ve bu apoptotik yolak
intrinsik veya mitokondriyal yolak olarak tanimlanmaktadir (Pistritto ve ark., 2016;
Johnson ve ark., 2015). Hiicrede stres meydana geldiginde, hiicredeki mitokondriyal
membran gegirgenligi bozulur ve mitokondriyal membrandaki gegis porlart agilarak
organellerin intermembran bosluklarinda bulunan mitokondrial proteinler sitozole
salimir (Johnson ve ark., 2015; Elmore., 2007). Sitozole salinan proteinler sitokrom c,
Smac/Diablo, endoniikleaz G ve diger intermembran proteinleridir (Abate ve ark.,
2020). Intirinsik yolaktaki en dnemli proteinlerden bir tanesi olan sitokrom c, sitozole
salindig1 zaman adaptor protein Apafl’e (apoptotic protease activating factor-1)

baglanarak oligomerize olur ve apoptozomu olusturur ve intrinsik yolakta gorevli
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kaspaz 9 aktive edilir (Johnson ve ark., 2015). Kaspaz 9’un aktive olmasi sonlandirict
kaspazlar olan prokaspaz-3 ve prokaspaz-7’yi de aktive eder (Fan ve ark., 2005).

Bcl-2 ailesi proteinleri intrinsik yolagin en 6nemli intraseliiler diizenleyicileridir
(Johnson ve ark., 2015). Bcl-2 ailesi proteinleri proapoptotik (apoptozu indiikleyici)
ve antiapoptotik (apoptozu inhibe edici) olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Grilo
ve Mantalaris., 2019). Bax (Bcl-2 iliskili protein X), Bak (Bcl-2 homolog antagonist
oldirtici) ve Bok (Bcl-2 ile iliskili yumurtalik oldiiriicii) proteinler bu aileye ait
proapoptotik proteinlerken, Bcl-2, 1bcl-xL (B-hiicre lenfoma ekstra biiyiik), Bcl-W
(Bcl-2 benzeri protein 2), Mcl-1(indiiklenmis miyeloid 16kemi hiicresi farklilagtiric
protein), Bcl2Al (Bcl-2 iliskili protein Al) ve Bcl-B (Aminoasit sekansi Boo
proteinine benzeyen Bcl-2 proteini) proteinleri antiapoptotik proteinlerdir (Grilo ve
Mantalaris., 2019). Bu proteinlerin gorevi sitokrom ¢ ve diger mitokondrial membran
proteinlerin sitozole salinimini kontrol etmektir (Johnson ve ark., 2015; Grilo ve
Mantalaris., 2019). Ozellikle Bax ve Bcl-2 proteinleri intrinsik apoptozun dnemli
regiilatorleridir ve bu Bax/Bcl-2 arasindaki denge hiicre canliliginin devami ya da
apoptozunda 6nemli bir gostergedir (EImore., 2007). Bcl-2 kaspazlari inhibe edip Bax
gibi proapoptotik proteinleri baskilayarak hiicre limiinii inhibe etmekte ve hiicre

canliligin1 saglamaktadir (Rahmanian ve ark., 2016).
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/ perforin
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disk olusumu apoptozom olusumu j J
\ SET
Kaspaz-8 aktivasyonu Kaspaz-9 aktivasyonu Kaspaz-10  kompleksi
f / aktivasyonu pl
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endoniikleaz aktivasyonu — kromozomal DNA’mn bozunmas
proteaz aktivasyonu — niiklear ve sitoskeletal proteinlerin bozunmasi — sitoskeltal yapin yeniden organize olmas

A
sitomorfolojik degisiklikler:
kromatin ve sitoplazmik kondensasyon, niiklear fragmentasyon vb.
'

Apoptotik molekiillerin olusmast

Sekil 2. Apoptotik yolaklar (Elmore., 2007)

2.2.3.1. intirinsik yolak ve 1s1 sok proteinleri

Is1 sok proteinleri (Heat Shock Proteins-HSP), saperon ailesine ait protein
katlanmas1 ve maturasyonunda rol oynayan proteinlerdir (Chatterjee ve Burns., 2017).
Hiicrede hipertermi, iskemi, anoksi, hipoksi, toksinler, ultraviyole (UV) 1sinlari, viral
partikiiller, agir metaller ilaglar ya da diger kimyasal ajanlar gibi hiicrede stres veya
protein denatiirasyonunun indiiklendigi durumlarda ekspresyonu artmaktadir ve
hiicredeki hemostatik dengenin saglanmasi, proteinlerin dogal yapist ve
fonksiyonunun korunmasini saglamaktadir (Chatterjee ve Burns., 2017). Strese kars1
Hsp proteinlerinin ekspresyonunun artirilmast normal hiicreler i¢in olagan bir
durumdur ancak bu ekspresyonun regiilasyonunun bozulmasi kanser gibi cesitli
hastaliklarin gelisim riskini artirmaktadir (Chatterjee ve Burns., 2017). Kanser
hiicreleri, normal hiicrelere gore daha fazla metabolik ihtiyaca sahip olup
sinyalizasyon yolaklarinda artma s6z konusudur ve yasamin devamlili§im
saglayabilmek i¢in daha fazla saperona ihtiya¢ duymaktadirlar (Chatterjee ve Burns.,
2017).
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Hsp protein ailesi molekiil agirliklarina gore smiflandirilmaktadir ve Hsp27
(HSPB1), Hsp40 (DNAJ), Hsp60 (HSPD), Hsp70 (HSPA), Hsp90 (HSPC), Hsp110
(HSPH) gibi alt siniflara ayrilmaktadir (Calderwood., 2018; Sottile ve ark., 2015).
Hsp27, Hsp70 ve Hsp90 stresle indiiklenebilen 1s1 sok proteinleridir ve malignan
hiicrelerde ekspresyonu artmaktadir (Chatterjee ve Burns., 2017).

Hsp 27, kiigiik Hsp familyasina ait 12-43 kdal molekiil agirligina sahip bir 1s1 sok
proteinidir ve hiicrede strese yanit olarak eksprese edilmektedir (Wu ve ark., 2017).
Yiiksek Hsp27 ekspresyonu, epitelial-mezenkimal transisyon, hiicre migrasyonu,
invazyonu, MMP aktivitesini artirarak kanser gelisimi, ilerlemesi ve metastazini aktive
edebilmekte ve yine tiimdr hiicresinde apoptozu etkileyebilmektedir. Ayrica Hsp27
tiimdr hiicresinin prognozunun ve tedaviye olan direncinin de gostergesi olarak kabul

edilmektedir (Sekil 3.) (Liang ve ark., 2018).

Hsp27 apoptotik yolagi ¢esitli basamaklarda inhibe edebilmektedir (O’Callaghan-
Sunol ve ark., 2007). Hsp27 sitokrom c’ye baglanarak Apafl’e ve prokaspaz-9’a
baglanarak kaspaz aktivasyonunu inhibe edici aktivite gostermektedir (Bruey ve ark.,
2000). Bununla birlikte, Bcl-2 protein ailesine ait proapoptotik Bid proteinin kaspaz-
8 bagiml aktivitesini onleyebileceginden apoptozu inhibe edebilir. Ayrica, Hsp27
proteini cesitli kemoterapdtik ajanlarin tiimor hiicresinde olusturdugu ROS (reaktif
oksijen tiirevleri) tUretimini azaltarak hiicrede hiicrenin apoptoza gitmesini

onleyebilmektedir (O’Callaghan-Sunol ve ark., 2007).
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HSP 27 .
Inhibe edici etki

o Apoptozis ve hiicre yaslanmast
Artmar etki
o Anjiyogenez

o Invazyon
HSP 70 o Metastaz

Artincr etki

¢ Bilyiime
o Invazyon HSP 90
¢ Metastaz

Sekil 3. Hiicre i¢i HSP'lerin tiimorjenik etkileri (Calderwood., 2017)

2.3. Hiicre Yaslanmasi (Senesens)

Hiicresel yaslanma, Okaryotik hiicrelerde hiicresel bir kaderdir (Yuan ve ark.,
2020). Senesens ilk olarak 1961 yilinda primer insan fibroblast hiicrelerinde
bliylimenin durmasindan Once bdliinme sayisinin azalmasi ile birlikte hiicre
boliinmesinin geri doniiglii veya geri doniissiiz olarak durmasiyla tanimlamistir
(Gonzalez ve ark., 2016; Mikuta-Pietrasik ve ark., 2019). Hiicreler normal biiyiime
kosullarinda prolifere olabilecekleri gibi sessiz de kalabilirler veya farklilasabilirler
(Yuan ve ark., 2020). Ancak hiicreler asir1 oksidatif stres, telomer kisalmasi, onkogen
aktivasyonu, DNA hasarina sebep olan ¢esitli ajanlar (iyonize radyasyon,
kemoterapoétik ajanlar) gibi durumlara yanit olarak hiicre 6liimiine gitmek yerine hiicre
siklusunu durdurarak senesense girebilirler (Yuan ve ark.,, 2020; Hanahan ve
Weinberg., 2011). Senesens durumundaki hiicreler yasayan ancak hiicre siklusunu
durdurmus ve apoptoza direng gosteren hiicrelerdir (Binenbaum ve ark., 2020).
Senesens, kanser tedavisinde tiimor hiicresinin biiylimesi ve farklilagmasini inhibe
ederek tlimorogenezi baskilayici etki gosteren mekanizmalardan bir tanesi olmakla
birlikte kanser hiicrelerinin gelisimine de sebep olabilmektedir (Gonzalez ve ark.,
2016; Mikuta-Pietrasik ve ark., 2019).
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Hiicrelerde farkli tiplerde senesens meydana gelebilmektedir (Hernandez-Segura
ve ark., 2018). Senesens genel olarak tekrarlayan ve stres indiiklii prematiire olmak
tizere iki ana mekanizma ile gerceklesebilmektedir (Mikuta-Pietrasik ve ark., 2019).
Tekrarlayic1 senesensin esas sebebi; hiicrelerin her boélinmede telomerlerinde
meydana gelen kisalmadir ve telomer bagimli senesens olarak da tanimlanmaktadir
(Binenbaum ve ark., 2020). Bununla birlikte hiicreler ¢esitli stres durumlarinda hizli
bir sekilde hiicre siklusunu durdurabilmekte ve bu da stres indiikli senesens olarak
tanimlanmaktadir. Stres indiiklii senesens telomer bagimli olabilecegi gibi telomer

uzunlugu ile iligkili olmayabilmektedir (Mikuta-Pietrasik ve ark., 2019).

Hiicre yaslanmasinin aktivasyonu cesitli sinyalizasyon yolaklar ile iliskilidir.
p53-p21 ve p16'NK4-pRB sinyalizasyon yolaklar: hiicrede yaslanmay1 baglatmakta ve
ilerletmektedir (Yuan ve ark., 2020). p21 ve pl16 proteinleri siklin bagimli kinaz
(CDK-Cyclin Dependent Kinases) inhibitorleridir (Yamashiro ve ark., 2011). Bu
inhibitorler hiicrede proliferasyonu artiran siklinler ve siklin bagimli kinazlarla birlikte
kompleks yaparak hiicre siklusunu durdurucu etki gostermektedirler (Yamashiro ve
ark., 2011). Hiicrede genomik bir hasar oldugu durumlarda DNA hasar yanit1 geliserek
p53-p21 sinyalizasyonu aktive olmaktadir (Yuan ve ark., 2020). p53’iin aktive olmasi
p21 sentezini artirmaktadir. p21 varliginda, Rb fosforillenemez ve bir transkripsiyon
faktorli olan E2F’ye bagli olarak kalmaktadir. E2F’nin Rb ile bagh olmas: hiicre
dongiisiinii G1 fazinda durdurucu etki gostermektedir (Lehninger VE ARK., 2004;
Rayess ve ark., 2012). Rb fosforilasyonunun ger¢eklesmesi hiicre siklusunun artisi ile
karakterizedir. Rb’nin asir1 fosforillendigi durumlarda p16 ekspresyonu uyarilmakta
ve CDK4/6’yi inhibe ederek hiicre siklusunu durdurmaktadir (Rayess ve ark., 2012).
Hiicrede artmis p16 seviyeleri hiicrede strese bagli senesensin gostergelerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Gire ve Dulic., 2015; Mikuta-Pietrasik ve ark., 2019).
Senesens indiiklenen bazi tiimor hiicrelerinde diisiik p16 seviyeleri oldugu ve bu
hiicrelerin p53 inaktivasyonu araciligi ile hiicre siklusunu tekrardan baslatabilecegi

rapor edilmistir (Beauséjour ve ark., 2003).

Tiimorogeneziste hiicre siklusunu kontrol eden proteinlerden bir tanesi de lamin
ailesine ait proteinlerdir (Malvezzi ve ark., 2018). Bu proteinler, hiicrede niiklear
membranin i¢ kisminda bulunmakta ve hiicrenin yapisal devamliliginin korunmasini
saglamaktadir (Malvezzi ve ark., 2018). Lamin A, B (B1 ve B2) ve C olmak iizere ii¢

ana kisimda incelenmektedir (Shimi ve ark., 2011; Freund ve ark., 2012). Lamin A ve
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C hiicre farklilagsmasi ile iliskilendirilirken Lamin B1 hiicre proliferasyonu ile
iliskilendirilmektedir (Lukasova ve ark., 2018; Malvezzi ve ark., 2018). Kanser
hiicrelerindeki lamin Bl ekspresyonu kanser hiicresinin tipine gore farklilik
gosterebilmektedir (Sakthivel et al., 2016). Lamin B1 prostat, karaciger ve pankreatik
kanserlerinde yiiksek miktarda eksprese edilirken, mide, akciger ve kolon
kanserlerinde diisiik eksprese edilmektedir (Sakthivel et al., 2016, Izdebska et al.,
2018). Hiicre yaslanmasina girmis hiicrelerde lamin B1 ekspresyonu diisiik olup bu
durum hiicrelerin uyku durumunda kalip saklanabilmelerine yardimci olabilmektedir
(Malvezzi et al., 2018). Bununla birlikte kolorektal kanserde artmis lamin Bl
ekspresyonunun p53-p21 yolagi iizerinden senesensi indiikleyebilecegini gosteren
veriler de bulunmaktadir (Liu ve ark., 2013).

Siklinler hiicre siklusunun en o©nemli diizenleyicilerindendir ve CDK’lar
tarafindan aktive edilirler. Siklin B1 hiicre siklusunda énemli bir siklin olup G2/M fazi
ve mitozis i¢in oldukg¢a dnemli bir proteindir (Ye ve ark., 2017). Siklin B1 ekspresyonu
normal hiicrelerde diisiik olup G2/M fazinda artis gézlemlenmektedir (Ye ve ark.,
2017). Bununla birlikte siklin B1 ekspresyonu kolon kanseri gibi gesitli kanser
hiicrelerinde artis gostermektedir (Ye ve ark., 2017). Siklin B1 ekspresyonunun
azalmasi hiicrelerde proliferasyonu inhibe ederek senesensi indiikleyebilmektedir

(Zhang ve ark., 2018).

2.4. Eksozomlar

Eksozomlar, prokaryot ve okaryot hiicrelerde direkt ya da indirekt sekilde
olusabilen ekstraselliiler vezikiillerdir (Ersoz ve ark., 2016). Eksozomlar viicutta gesitli
hiicrelerden salgilanir ve protein Mesajci riboniikleik asit (MRNA), mikrozomal
riboniikleik asit (MIRNA) ve cesitli sinyalizasyon molekiillerini icerir (Chen ve
ark.,2019). Eksozomlarin gérevlerinin ilk basta hiicre atiklarini uzaklastirmak oldugu
diistiniilse de daha sonrasinda hiicreler aras1 haberlesme, sinyal iletimleri gibi 6nemli
yolaklarda etkili oldugu gosterilmistir (Ersoéz ve ark., 2016). Eksozomlar1 hiicreler
tarafindan hiicre icerisine alinabilmesi hiicreler arasi iletisim ve sinyalizasyonun
saglanmasina yardimci olmaktadir ve bu durum kanser hiicrelerinin biiyiime ve sag
kalimlart ile yakindan iligkilidir (Li ve ark., 2016). Tiimor hiicresinden salgilanan
eksozomlar ayni tip bir hiicreye (otokrin etki), komsu hiicreye (parakrin etki) ya da

dolasim yolu ile daha uzak bir organa taginabilmektedir. Bu sayede de tiimor hiicresine
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kars1 olusturulacak immiin yanitin azalmasina, anjiyogenezin, hiicre invazyonunun ve
metastazin indiikklenmesine sebep olabilmektedirler (Falcone ve ark., 2015).
Eksozomlar1 bu kadar 6nemli kilan diger bir nokta igerdikleri mRNA ve miRNA
kargolaridir (Erséz ve ark., 2016). MiRNA’lar hiicrelerde c¢esitli davranislari
etkileyerek hiicrelerin farklilasmasi, gelismesi, metabolizmasi, proliferasyonunu
indiikleyebilmektedir (Falcone ve ark., 2015). Bu ozelliklerinin yaninda metastatik
ilerlemeyi durdurucu etki gosteren tiimor baskilayict miRNA’lar da bulunmaktadir.
Ancak bu miRNA’lar kanser kok hiicreleri gibi birgok tiimér hiicresi tarafindan
azaltilmaktadir ve tiimor hiicrelerinin agresif davraniglarini devam ettirebilmek i¢in bu

sekilde davrandigi diistiniilmektedir (Falcone ve ark., 2015; Ohshima ve ark., 2010).

2.5. Resveratrol
2.5.1. Tanim

Resveratrol, stilben smifinda yer alan polifenolik bir fitoaleksindir. Ilk olarak
1940 yilinda Veratrum grandiflorum (Maxim ex miqg.) O. Loes bitkisinin koklerinde
tanimlanmustir (Sales ve Resurreccion., 2014). Tanimlanan bu bilesik, kimyasal yap1
olarak rezorsinol tiirevi olmasi, izole edildigi bitki (Veratrum tiirleri) ve yapidaki
hidroksil gruplarinin (-OH) kombinasyonu olarak resveratrol olarak isimlendirilmistir
(Park ve Pezzuto., 2015). Resveratrol, 1963 yilinda geleneksel Cin ve Japon tibbinda
cesitli hastaliklarin (karaciger, deri, kalp ve dolagim sistemi ve lipid metabolizmasi)
tedavisinde kullanilan Polyganum cuspidatum koklerinden izole edilmistir (Sales ve
Resurreccion., 2014). 1976 yilinda asma yapraklarinda mantar enfeksiyonlari ve
ultraviyole 1smmlara maruziyet sonrasi bitkinin savunma mekanizmasi olarak
sentezlendigi bildirilmis, (Langcake ve Pryce., 1976), 1992 sarapta trans-resveratrol
bulundugunun rapor edilmesiyle birlikte resveratroliin memeli biyokimyasindaki
etkilerine ve klinik ¢aligmalarda kullanilmasina yonelik ilgi artmistir (Soleas ve ark.,
1997).

Resveratrol bircok farkli bitki tiirlinde bulunabilmekle birlikte besinsel
kaynaklarda daha sinirh sekilde bulunmaktadir (Koushki ve ark., 2018; Harikumar ve
Aggarwal., 2008) Resveratrol; beyaz ¢opleme otu, liziim kabugu, Rheum officinale
Bail, lizimsii meyveler, yer fistig1, kakao ve Polygonum cuspidatum gibi bitkilerde ve
sarapta bulunmaktadir (Sekil.4.) (Jiang ve ark., 2017; Koushki ve ark., 2018). Ayrica
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dut, kizilcik, yaban mersini gibi ¢esitli tizlimsii meyveler, erik ve domates gibi besinler
de resveratrol icermektedir (Dybkowska ve ark., 2018). Besinlerin i¢ermis olduklari

resveratrol miktarlar1 Tablo.2’de goésterilmistir.

Tablo 2. Cesitli Besinlerin Resveratrol Igerikleri (Koushki ve ark., 2018; Hurst ve
ark., 2008; Dybkowska ve ark., 2018)

Besin Resveratrol icerigi

Polyganum cuspidatum 524 ng/g

Uziim 0,16-3,52 ng/g
Uziim kabugu 50-100 pg/g
Kurutulmus tiziim kabugu 24,06 pg/g (kuru agirlik)

Uziim kabugu ektrakt:

3,54 pg/g (kuru agirlik)

Uziim cekirdegi eksrati

5,89 pg/g (kuru agirlik)

Kirmizi iiziim suyu

0,5 mg/L

Yer fistig1 0,02-1,92 pg/g
Yer fistig1 (¢ig) 0,09-0,30 pg/g
Yer fistig1 (kavrulmus) 0-0,13 pg/g
Erik (kabuk) 0,1-6,2 pg/g

Domates (kabuk)

18,4+1,6 pg/g (kuru agirhk)

Dut ekstrakti 50.61 pg/g (kuru agirhik)
Yaban mersini ~0,032 pg/g
Kizilcik suyu 0,2 mg/L
Kirmizi sarap 0,1-14,3 pg/ml
Beyaz sarap <0,1-2,1 pg/ml
Kakao tozu 1,85 +0,43 pg/g
Bitter ¢ikolata 0,35 +0,08 pg/g
Siitli gikolata 0,10 £0,05 pg/g

2.5.2. Kimyasal yapisi1 ve biyosentezi

Kimyasal olarak trans-3,5,4 -trihidroksistilben yapida olup birbirine etilen
kopriisii ile baglanmis iki fenolik halkadan olugmaktadir. Suda ¢6ziinmez ancak
etanolde ¢oziinebilir 6zellik gostermektedir (Dybkowska ve ark., 2018). Resveratroliin
trans- ve cis- olmak iizere iki geometrik izomeri bulunmaktadir (Weiskirchen ve

Weiskirchen., 2016). Iki izomer birbiri ile benzerlik gosterse de trans- resveratrol
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cogunlukla iiziimde bulunurken cis- formu kirmizi sarapta daha yogun olarak
bulunmaktadir (Yeung ve ark., 2019). Resveratrol polimerleri; tizim kabuklarinin
fermentasyonu, UV 1simlar1 ve yiiksek pH maruziyeti ile pargalanmakta ve trans-
resveratrol olugsmaktadir. Trans-resveratroliin isomerizasyonu sonucu Cis-resveratrol
olugsmaktadir (Dybkowska ve ark., 2018). Trans-resveratrol dogada daha yaygin
bulunmaktadir ve stabilitesi ile biyoyararlilig1 cis-resveratrole gore daha yiiksektir
(Weiskirchen ve Weiskirchen., 2016; Harikumar ve Aggarwal., 2008).

Stilbenler  fenilalanin/polimalonat  yolagi ile sentezlenmektedir. Trans
resveratroliin sentezi fenilalanin ya da tirozin ile baglayabilmektedir. Bu iki aminoasit
de para-kumarik aside doniisebilmektedir ve olusan bu molekiil, para-kumarik asit
koenzim A ligaz (4CL) enzimi tarafindan para-kumaril-CoA’ ya doniismektedir.
Para-kumaril-CoA, stilben sentaz aracilig1 ile ti¢ molekiil malonil-CoA ile kondense

olarak trans-resveratrolii olusturmaktadir (Jeandet ve ark., 2012).

Resveratroliin terapotik aktivitesi; igermis oldugu karboksil gruplariin sayisi, bu
gruplarin molekiile baglandig1 pozisyonlar, molekiil i¢i hidrojen baglari, stereoisomer
ve yapidaki ¢ift baglarin pozisyonu gibi yapisal karakteristik ozelliklerine baglidir
(Garg ve Sardana., 2017). Ozellikle hidroksil gruplarmin sayis1 ve pozisyonu
resveratroliin antioksidan ve antiproliferatif aktivitesi tizerinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Coppa ve ark.,2011). Resveratroliin antioksidan ve antiproliferatif
aktivitesini gosterebilmesi i¢in trans- Konformasyonunda olmasi gerekmektedir.
Ayrica 4’ pozisyonunda hidroksil grubunun varlig: antioksidan aktivitesi i¢in gerekli
degilken antiproliferatif aktivite gosterebilmesi igin 4°. pozisyonunda orto-difenoksil
ve para-difenoksil fonksiyonel gruplarini ve ¢ift bag tasimasi gerekmektedir (Stivala
ve ark., 2001; Garg ve Sardana., 2017).

2.5.3. Metabolizmasi ve biyoyararhhk

Resveratrol dogal olarak glikozillenmis formda (3,4°,5-trihydroksi-stilben-3-p-
D-glukozit) bulunmaktadir. Resveratroliin oral alimi ile birlikte alinan miktarin %70-
75’inin emildigi rapor edilmektedir (Chaplin ve ark., 2018; Garg ve Sardana., 2017)
Emilen resveratrolin %25’lik kismi direkt olarak viicuttan atilmakta ve sadece
%1,5’lik bir oranda hicbir degisime ugramadan dolasim sistemine katilmakta, %50°1

glukuronizasyona ugramakta, %13,5’lik kismi ise sulfatlanmaktadir (Springer ve
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Moco., 2019). Resveratroliin emilimi basit difiizyonla ya da integrin gibi
transmembran proteinleri ile kompleks yaparak gerceklesmektedir. Kanda bulunan
serbest resveratrol lipoproteinler ve albiimine bagl sekilde dolasima katilmakla
birlikte kanda bulunan serbest resveratrol miktar1 diisiik seviyelerdedir. Bu
diistikliigiin - sebebi resveratroliin  karaciger ve bagirsakta iiridin 5’-difosfo-
glukuronosiltransferaz enzimi (UGT) araciligi ile glukuronizasyona ve sulfotransferaz
(SULT) enzimi araciligi ile sulfasyona ugramasidir (Sekil.4) (Chaplin ve ark., 2018;
Springer ve Moco., 2019, Bird ve ark., 2017). Glukuronizasyon ve sulfasyona ugrayan
resveratroliin  biyoyararlili§i azalmaktadir. Resveratroliin dolasimda bulundugu
basglica formlar1 glukuronid (trans-resveratrol-3-glukuronid, trans-resveratrol-4’-
glukuronid) ve siilfatlanmis (trans-resveratrol-3-sulfat, trans-resveratrol-3,4’-disulfat,
trans-resveratrol-3,5-disulfat) sekildedir (Chaplin ve ark., 2018).

Oral alim
Dokulara dagilim
RES, RES-GLU, RES-SUL ]
Mideye gecis KARACIGER
Konjugasyon
j Enteropatik dolasim (glukuronidasyon. sulfasyon)
7 = 1 RES, RES-GLU, RES-SUL
= g ] ' DHR, DHR-GLU, DHR-SUL
2] 7 ;
4 j = : 8 Dekonjugasyon
= : o= i
z Z, Bagirsaklara gecis g2 (Glukuronidas, sulfataz) ok
g Z | S 2 0.0
o -~ O 23
< Mikrobiyal Mg BOBREK
© modifikasyon £
Dihidroksi-resveratrol ) l
— (DHR)
l Uriner atim
Fekal atim

Sekil 4. Resveratrol metabolizmasi (Bird ve ark., 2017).

Bagirsak  mikrobiyotasi;  resveratrol Oncli  molekiillerinin  resveratrole
doniistiiriilmesinde ve biyoyararliliginin artirllmasinda etkin rol oynamaktadir (Gowd
ve ark., 2019; Chaplin ve ark., 2018). Bagirsak bakterileri piseid gibi resveratrol
onciisii glukozit bilesiklerin glikozitlerini pargalayarak resveratrol gibi aglikon
bilesikleri olusturur. Bifidobacteria infantis ve Lactobacillus acidophilus; piseid’ten
resveratrol Uretiminde rol oynayan iki Onemli bakteri tiiriidiir. Resveratrol
bagirsaklarda tekrardan glikozillenerek piseide doniistiiriilmektedir ve piseid de
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sonrasinda piseid glukuronide konjuge edilmektedir. Piseid serbest formda emilmekle

birlikte ¢ogunlukla konjuge formda bulunmaktadir (Chaplin ve ark., 2018).

Resveratrol ve oncii molekiillerinin bagirsak bakterileri tarafindan metabolize
edilmesi ¢esitli resveratrol metabolitlerinin agiga ¢ikmasma sebep olur.
Dihidroresveratrol,  3,4’-dihydroksi-trans-stilben and  3,4’-dihidroksibibenzil
(lunularin) bu metabolitlerden bazilaridir. Bu metabolitler de resveratrol gibi
glukuronid formda bulunmaktadir. Oral resveratrol alimindan sonra dihidroresveratrol
glukuronid metaboliti plazma ve idrarda diger metabolitlere kiyasla daha fazla
bulunmaktadir (Chaplin ve ark., 2018). Resveratrol metabolitlerinin terdpatik
aktivitesi kanda ve plazmada bulunma siiresi ile dogru orantilidir (Garg ve Sardana;
2017). 25 mg’lik resveratroliin oral alimdan sonra pik konsantrasyonun 0.5-2 saat
sonrasinda goriildiigii ve konsantrasyonun <10ng/mL oldugu rapor edilmistir
(Goldberg ve ark., 2003). Farkl: bir ¢alismada ise yine 25 mg’lik oral resveratrol alim1
sonucu pik konsantrasyonun 491+90 ng/mL (about 2 uM) oldugu plazma yarilanma
omriiniin de 9.2+0.6 h oldugu bildirilmistir (Walle ve ark., 2004).

2.5.4. Resveratrol ve saghk

Akdeniz diyeti ve Fransiz diyeti gibi orta diizeyde sarap tiiketiminin oldugu
beslenme modellerinde kardiyovaskiiler hastalik insidansinin ve mortalitesinin daha
diisiik oldugu rapor edilmis ve bu durumun sarapta bulunan polifenolik bilesiklerle
iliskili olabilecegi rapor edilmistir (Ndlovu ve ark., 2019). 1992 yilinda Sieman ve
Creasy kirmizi sarapta trans-resveratrol bulundugunu rapor etmesiyle birlikte
resveratroliin - memeli biyokimyasindaki etkilerine ve klinik ¢aligmalarda

kullanilmasina yonelik ilgi artmistir (Soleas ve ark., 1997).

Resveratrol giiclii bir antioksidandir. Antioksidan 6zelliginin yiiksek olmasi
amfifilik karaktere sahip olmasiyla iligkilendirilmektedir. Hem hidrofobik hem de
hidrofilik kisimlarinin olmasi hiicre ve hiicre membranindaki yapilar1 oksidatif
hasardan koruyabilecegini diisiindiirmektedir ve bu 6zellikleri sayesinde ¢esitli kronik
hastaliklardan koruyucu potansiyel etki gosterebilmektedir (Dybkowska ve ark., 2018;
Valentovic., 2018; Pandey ve Rizvi., 2011)
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1997 yilinda resveratrol ve deri kanseri hiicreleri tlizerinde yapilan ¢alisma ile
resveratroliin antioksidan ve antimutajenik etki gostererek faz II enzimlerini uyardigi,
antiinflamatuvar etki gostererek siklooksijenaz ve hidroksiperoksidaz enzimlerini
inhibe ettigi bildirilmis ve bdylece bu bilesigin kanserin baslamasi ve ilerlemesinde
durdurucu potansiyel etkisinin olabilecegi savunulmustur (Jang ve ark., 1997).
Resveratroliin antikanser etki gosterebilecegi fark edildikten sonra bu bilesigin saglik
tizerindeki potansiyel etkilerine olan ilgi de artis gostermistir (Meng ve ark., 2020).
Aragtirma sonuglari; resveratroliin kardiyoprotektif, antiplatelet, antiinflamatuvar,
antidiyabetik, antiaging, noroprotektif, hepatoprotektif, antiastim, antiartirit ve
antikanser aktivite gosterdigini belirtmektedir (Sekil 6.) (Pandey ve Rizvi., 2011;
Kursvietiené., 2016).

Otoimmiin hastaliklar
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+ Kalp yetmezligi

Sekil 5. Resveratrol ve saglik tizerindeki potansiyel etkileri (Pandey ve Rizvi., 2011
Park ve Pezzuto., 2015; Malaguarnera., 2019).

Resveratrol immiin sistem hiicrelerinin regiilasyonu, proinflamatuvar sitokinlerin
sentezi ve gen ekspresyonlarini etkileyerek immiin sistem iizerinde potansiyel etki
gosterebilmektedir. Bu sekilde obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejenerasyon ve kanser gibi ¢esitli inflamatuvar hastaliklar iizerinde koruyucu
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etkide bulunabilmektedir (Malaguarnera., 2019). Resveratrol toll-like reseptor (TLR)
ve proinflamatuvar genlerin ve eikasonoidlerin ekspresyonunu baskilayarak potansiyel
antiinflamatuvar aktivite gosterebilmektedir. Bununla birlikte makrofajlari, T
hiicreleri, dogal oldiirticii (natural killer [NK]) hiicreleri aktive edip ve CD4* ve CD25*
gibi diizenleyici T hiicrelerini baskilayarak immiin sistem homeo0stazini saglamaktadir
(Yang ev ark., 2008; Svajger ve Jeras., 2012). Ayrica resveratrol sirtuin, adenozin
monofosfat kinaz (AMPK), niiklear faktor-xB (NF-xB), inflamatuvar sitokinler,
antioksidan enzimler gibi c¢esitli hedef molekiil ve sinyalizasyon yolaklarini
etkileyerek reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) temizleyici, siklooksijenaz (COX)
inhibisyonunu saglayip, sirtuin-1 gibi antiinflamatuvar yolaklar1
aktiflestirebilmektedir. Bu potansiyel etkileri sayesinde glukoneogenez, lipid
metabolizmasi, mitokondriyal biyogenezis, anjiyogenez ve apoptoz gibi cesitli

basamaklarda etki gosterebilmektedir (Sekil 6) (Malaguarnera., 2019).
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Sekil 6. Resveratrol ve immiin sistem iizerine potansiyel etki mekanizmalari
(Malaguarnera., 2019).
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2.5.5. Resveratrol ve potansiyel antikanser aktivitesi

Resveratrol kanserin baglamasi, ilerlemesi ve metastazi lizerinde etki gostererek
kanseri inhibe edici potansiyel aktivite gosterebilmektedir (Sekil 7.) (Koushki ve ark.,
2018). Ayrica yapisinda bulunan hidroksil gruplar1 sayesinde giiglii bir antioksidan
olan resveratrol serbest radikalleri temizleyici potansiyel etki gostermektedir (Rauf ve
ark., 2017; Koushki ve ark., 2018). Antioksidan aktivitesi sayesinde lipid
peroksidasyonu ve ROS’un sebep oldugu DNA hasarini onleyici aktivite gostererek
hiicrelerde mutasyon olusumu ve tiimorogenezisi baskilayabilmektedir (Dybkowska
ve ark., 2018). Resveratrol glutatyon S-transferaz (GST), iiridin difosfat (UDP)-
glukuronosil-trasnferaz ve kuinon rediiktaz gibi faz Il detoksifikasyon enzimlerini
artirarak tlimorogenezisi inhibe edici potansiyel aktivite gosterebilmektedir (Kraft ve
ark., 2009). Diger taraftan resveratrol siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezi indiikleyebilecek prostaglandinler
(PG) ve nitrik oksit (NO) olusumunu azaltabilmektedir (Koushki ve ark., 2018).
Inflamatuvar bir yolak olan niiklear faktér kappa B (NF-kB), COX-2 gibi
proinflamatuvar mediatdrlerin transkripsiyonunda o6nemli rol oynamaktadir.
Resveratrol NF-kB yolagmi inhibe ederck COX-2 seviyesinin azalmasini da
saglayabilmektedir (Elshaer., 2018). Kronik inflamasyon dokularda malignan timor
olusumuna sebep olabilmektedir. Inflamatuvar hiicrelerde hiicreler proinflamatuvar
sitokinlerin yaninda biiylime ve sagkalim ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu
artirabilmekte bu da anjiyogenezi ve DNA hasarini indiikleyebilmektedir. Resveratrol
potansiyel antiinfalamatuvar aktivite gostererek karsinogenez olusumunu baskilayici

aktivite gosterebilmektedir (Kraft ve ark., 2009).
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Sekil 7. Resveratroliin potansiyel antikanser aktiviteleri (Rauf ve ark., 2018)

Bunun disinda resveratrol ¢esitli proteinler lizerinden kanseri ¢esitli asamalarda
etkileyebilmektedir (Harikumar ve Aggarwal., 2008) Genel olarak resveratroliin;
mitokondrial ve kaspaz kaskad enzimatik sistemi aktive edici, CDK inhibitorlerinin,
timor baskilayic1 genlerin, Oliimii indiikleyici sitokinler ve reseptorlerinin
ekspresyonunu artirici, kemoterapi direncine sebep olan proteinlerin (survivin, cFLIP,
clAP) ve antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-XL) ekspresyonunu azaltici, AMPK
aktive edici ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK), fosfoinositid-3-kinaz
(PI3K)/Akt, hedgehod (HH), hippo-YAP, PKC, EGFR kinaz, NF-«B, aktive edici
protein 1 (AP-1), hipoksi indiikleyici faktor-1o (HIF-1a) ve STAT 3 (Signal transducer
and activator of transcription 3) inhibisyonunu saglayici potansiyel etkileri ile timor
hiicrelerde hiicre oliimiinii tetikleyebilmektedir (Sekil 8.) (Aggarwal ve ark., 2004,
Park ve Pezzuto., 2015; Jiang ve ark., 2017; Elshaer ve ark., 2018 ). Ayrica resveratrol
kanser artirici etki

hiicrelerinde kemoterapiye olan duyarlilig potansiyel

gosterebilmektedir (Jiang ve ark., 2017). Resveratroliin hepatoseliiler adenokarsinoma
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hiicresi HepG-2, servikal karsinom hiicreleri HeLa, kolorektal kanser hiicreleri CaCo-
2 ve lokemi CEM/ADRS5000 gibi kanser ilaglarina direng gosteren ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda, ¢esitli metabolik enzimleri diizenleyerek tedaviye olan direnci
azaltabilecegi ve kaspaz bagimli yolak iizerinden apoptozu indiikleyebilecegi rapor
edilmistir (EI-Readi ve ark., 2019). Bununla birlikte resveratroliin kaspaz bagimli
olmayan yolaklar {izerinden de hiicrede apoptozu indiikleyebilecegini gdsteren
calismalar rapor edilmistir (Pozo-Guisado ve ark., 2005). Resveratrol gesitli kanser
hiicrelerindeki apoptozu indiikleyici potansiyel etki mekanizmasi hiicre tipine ve
resveratroliin dozuna gore farklilik gosterebilmektedir (Elshaer ve ark., 2018; Rauf ve
ark., 2017; El-Readi ve ark., 2019; Jiang ve ark., 2017).

Resveratrol tlimor hiicrelerinde hiicre 6limiinii tetikleyici potansiyel etkilerinin
yaninda tiimor hiicresinde hiicre siklusunu etkileyerek hiicre yaslanmasini da
indiikleyebilmektedir (Saiko ve ark., 2008; Farhadnejad ve ark., 2019, Elshaer ve
ARK., 2018). Resveratrol ¢esitli kanser hiicre hatlarinda siklin B1, D1 E gibi
proteinlerin ekspresyonu azaltarak DNA replikasyonu ve hiicre siklusunu durdurucu
potansiyel aktivite gosterebilmektedir (Sekil 9.) (Joe ve ar., 2002; Singh ve ark., 2017).
Yine resveratrol gastrik ve prostat ve kolorektal kanser hiicrelerinde p16, p21, siklin
D1, siklin B ve siklin bagimli kinazlar etkileyerek hiicre siklusunu azaltabilmekte ve
hiicrede yaslanmay1 indiikleyebilmektedir (Yang ve ark., 2013; Fang ve ark., 2012;
Liu ve ark., 2014).
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Sekil 9. Resveratrol ve hiicre siklusu tizerine etkileri (Singh ve ark., 2017)
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Resveratroliin antikanser aktivitelerinden bir tanesi MiRNA ekspresyonunu
diizenleyici potansiyel etkileridir (Lee ve ark., 2018). Resveratroliin meme kanser
hiicrelerinde tiimor baskilayict MiRNA ekspresyonunu artirabilecegini rapor etmistir
(Hagiwara ve ark., 2012). Prostat kanser hiicrelerinde resveratrol uygulamasiyla
birlikte onkogenik MiRNA ekspresyonlarinin azaldigi, tiimor baskilayict MiRNA
ekspresyonunda ise artis oldugu bildirilmistir (Dhar ve ark., 2011). Resveratroliin
cesitli kanser hiicrelerinde onkogenik miRNA’larin ekspresyonunu azaltirken timor
baskilayict MiRNA’lar1 artiric etki gosterebilmektedir (Dhar ve ark., 2011). Bununla

birlikte resveratroliin tiim MiRNA’lar {izerindeki etkileri hala netlestirilememistir.

2.5.6. Resveratrol ve giivenilir alm dozu

0.5-1 g/giin’e kadar oral yolla alinan resveratroliin gastrointestinal kanalda
antikanser aktivite gosterdigi rapor edilmektedir (Patel ve ark., 2010). Giivenilir ve
tolere edilebilir alim dozu 5 g/giin olarak verilmekle birlikte 2.5-5 g/giin alim
araliginda basagrisi gibi semptomlara sebep olabilecegi de rapor edilmektedir (Patel
ve ark., 2011; EFSA., 2016; Brown ve ark., 2010). EFSA resveratrol suplemanlarinin
maksimum 150mg/giin seklinde olmasini hedeflemektedir ve giinde 150 mg/giin

sentetik trans-resveratrol aliminin giivenilir alimmi agmadigini rapor etmektedir

(EFSA., 2016).
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3.0. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Hatlar: ve Hiicre Kiltiirii

Colo-320 (ATCC: CCL-220.1) ve Colo-741 (ECACC: 93052621) hiicre hatlar1
icerisine %10 1s1 ile inaktive edilmemis FBS (fetal bovine serum) (Capricorn
Scientific, FBS-11B), 1% penisillin-streptomsin (Biochrom, A2213) and 1% glutamin
(EMD Millipore, K0282) eklenmis RPMI-1640 (Biochrom, FG 1215) kiiltiir vasati
icerisinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler 37 °C’de %5 COg2’te inkiibe edilmistir.
Konfluent kiiltiire hiicreler %0.25 tripsin EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)
(Biochrom, L 2143) soliisyonu ile subkiiltiir edilmistir.

3.2. Hiicre Canlihig: ve Biiyiime Analizi

Hiicre canliliginin tanimlanmasina yonelik MTT (3-(4,5- Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromiir) (Biotium, #30006) analizi kullanilmistir. MTT analizi, mor
bir formazan trini elde etmek i¢in canli hiicreler tarafindan MTT azalmasinin
kolorimetrik 6l¢iimiine dayanmaktadir (Stockert ve ark., 2018). Colo-320 ve Colo 741
hiicreleri flakslardan toplanarak vasat icerisinde siispanse edilmis ve 96 gozlii platelere
her kuyucukta 100 pL kiiltiir vasatinda 5x10%/mL yogunlukta hiicre olacak sekilde
ekim yapilmigtir. Hiicre ve resveratrol (Sigma, R5010) bulunmayan grup negatif
kontrol grubu olarak, sadece hiicre igeren grup ise pozitif kontrol grubu olarak
belirlenmistir. Deney grubunu olusturan hiicrelere her konsantrasyon igin li¢ kez
olacak sekilde 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mbL, 50 pg/mL and 100 pg/mL
konsantrasyonlarda resveratrol uygulamasi yapilmis ve hiicreler 24 h ve 48 h inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin tamamlanmastyla birlikte plateteki her bir kuyucuga
su banyosunda 37 °C sicakliga getirilmis 10 L MTT solusyonu eklenmigtir. MTT
eklenen hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’de 4 h boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan olusan formozan tuzlarimi ¢ozmek icin 200 pL DMSO (dimetilsiilfoksit)
eklemesi yapilmistir. Daha sonrasinda absorbans 6l¢timii spektrofometre (Versa Max,
Molecular Devices, Sunnyvale, USA) kullanilarak 570 nm’de oOlgiilmiistiir. Tim

deneyler ti¢ kez tekrarlanmistir.
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3.3. Immiinositokimyasal Analizler

Kiiltiire edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri immiinositokimyasal analizle
Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, lamin B1, p16 and siklin Blantikorlarina baglanmalari
acisindan degerlendirilmistir. Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri 4°C’de 30 dk boyunca
PBS (phosphate buffered saline) icerisinde %4 paraformaldehit ile fikse edilmistir.
Sonrasinda gecirgenligin artirilmasi igin tween 20 (Sigma-Aldrich) eklenmis ve 15 dk
beklenmistir. Hiicreler PBS ile yikanmis ve endojen peroksidaz aktivitesinin
durdurulmast i¢in %3 H20; ile 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 5 dk boyunca PBS ile yikanarak Bax, Bcl-2, kaspaz-
3, Hsp27, lamin B1, pl6 and siklin B1 antikorlar1 eklenmis ve 4 °C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra biyotinlenmis ikincil antikorlarin (Histostain-
Plus, IHC Kit, HRP, 859043, Thermo Fischer) eklemesi yapilmis, 30 dk’lik
inkiibasyon siiresinden sonra 5 dk boyunca ii¢ kez PBS ile yikanmistir. Hiicreler
yikandiktan  sonra  igerisine DAB  (diaminobenzidin) = eklenmis  ve
immiinoetiketlemenin artmasi i¢in 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1t DAB
distile suyla yikanmistir. Hiicreler 5 dk Mayer's hematoksilin (Merck Millipore,
107961, Germany) ile karsi boyanmis ve sonrasinda su ile yikanmustir. Yikanan
hiicreler kapatma vasati (mounting medium) kullanilarak cam lamellar lam {izerine
alimmustir. Tiim o6rnekler 151k mikroskobu (Olympus BX40, Tokyo, Japan) altinda

degerlendirilmistir.

Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, lamin B1, p16 ve siklin Bl'in boyanmasi,
asagidaki denklemle hesaplanan H-SCORE kullanilarak yar1 kantitatif olarak
derecelendirilmistir;

H-SKOR=Zn (i+ 1)

Denklemde i, sirastyla 1, 2 veya 3 degeriyle (sirasiyla hafif, orta veya giiclii)
boyanmanin yogunlugu ve 1, her yogunlukta boyanan hiicrelerin yiizdesini temsil

etmektedir. Boyanma yiizdesi %0 ile %100 arasinda bir degerde olmaktadir.
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3.4. TUNEL Analizi

Apoptotik hiicrelerde DNA fragmantasyonunu belirlemek i¢cin TUNEL analizi
yapilmistir. Apoptotik hiicreleri etiketlemek i¢cin Apoptoz Tespit Kiti (Apoptag Plus
Peroksidaz In Situ tespit kiti, S7101, Millipore, ABD) kullanilmistir. Kiiltiir edilen
hiicreler %4 paraformaldehit kullanilarak 4 °C’de 30 dk boyunca fikse edilmistir.
Fiksasyon isleminden sonra hiicreler li¢ kez PBS ile yikanmis ve %3 H20- ile 5 dk oda
sicakliginda tekrardan fikse edilmistir. Sonrasinda TdT enzimi eklenmis ve 37 °C’de
1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 hiicreler oda sicakliginda, 10 dk
boyunca durdurma yikama tampon ile sonrasinda da 5 dk PBS ile ii¢ kez yikanmustir.
Yikanan hiicreler 45 dk boyunca streptavidin-peroksidaz ile inkiibe edilmis ve {i¢ kez
PBS ile 5 dk boyunca tekrar yikanmistir. Hiicreler boyamanin goriiniir hale gelebilmesi
icin 5 dk boyunca DAB ile inkiibe edilmis, sonrasinda distile su ile yikanmis ve

kapatma vasati ile hiicre lamel lam {izerine alinmistr.

3.5. X-gal Analizi

Kiiltiir edilmis hiicreler 30 dk boyunca igerisine %4 paraformaldehit ile 2 mM
MgCl eklenmis PBS ile oda sicakliginda iki kez fikse edilmistir. Fiksasyon igleminden
sonra hiicreler 40mM sitrik asit (Likitkimya., 77-92-9), 150mM sodium klorid
(Surechem, S0102/R6), 5mM potasyum ferro siyanid (K4Fe(CN)6 , Labshop4l,
13746-66-2), 5mM potasyum ferri siyanid (K3Fe(CN)6, Zag Chem., 14459-95-1), 2
mM MgCl (Fluka,63063), monobazik sodium fosfat 2 (NaH2PO4 (Merck, 10634), ve
1 mg/ml X-gal (C14H15BrCINO6, NZYtech, MB020501) igeren -gal tamponu
kullanilarak etiketlenmis ve bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler lic kez boyama ve tampon solusyonlar ile ii¢ kez yikanmustir.
Yikama sonrasinda hiicreler Mayer hematoksilin ile zit boyamas1 yapilmis ve distile

su ile bir kez yikandiktan sonra kapama vasat ile kapatilmistir.
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3.6. Total MikroRNA Analizi

Hiicreler 4 °C’de ¢ozdirtildiikten sonra Olii hiicreler ve diger kalintilardan
uzaklastirnlmak amaciyla santrifiij edilmistir. Sonrasinda ¢oktlirme tamponu
uygulanmis ve 4 °C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tekrar santrifiij
edilen hiicrelerden elde edilen siipernatant atilmis, pellet kismi ise tekrardan siispanse
edilmistir. Sonrasinda miRCURY™ Exosome Isolation Kiti (Exigqon 300102)

kullanilmis ve total miRNA eldesi saglanmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir. Caligma verileri
GraphPad Prism 8 istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel farklilik analizleri iki yonli ANOVA ve Mann Whiyney U testleri
kullanilarak yapilmistir. P degeri <0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4.0. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlilig1 ve Biiyiime Analizi

MTT analizleri resveratroliin 48 h’liik inkiibasyon siiresinde Colo-320 hiicreleri
igin 25 ug / mL konsantrasyonda (Sekil 10A., 11A,B) ve Colo-741 hiicreleri igin 10
ug / mL konsantrasyonda (Sekil 10B., 11A,B) diger konsantrasyonlara kiyasla hiicre

bliylimesinin inhibisyonunda daha etkili oldugunu gostermistir.

Colo-320 MTT Colo-741 MTT

150 100 - Colo-74124h
-o- Colo-320 24h 010

80
-= Colo-320 48h - Colo-741 48h

-
=
=3

> 60

S 40
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cell viability %
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cell viability %
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‘%@ é‘é %\<& Q\é Q& (;)Q'\& QOQ\Q ho°§ QQQ'\& Qoé@
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f ratrol
dose of resveratrol dose of resveratrol

Sekil 10. Sirasiyla 24 ve 48 saat boyunca farkli resveratrol konsantrasyonlari

uygulanan Colo-320 (A) ve Colo-741 (B) hiicrelerinin doz tepki egrileri ve ICso
degerleri
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Col0-320 hiicreleri

Colo-741 hiicreleri

Kontrol grubu Resveratrol grubu

*)

Sekil 11. Mikroskop altinda Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri, 48 H'lik inkiibasyon
sonucu A) Colo-320 kontrol grubu, (B) Colo-320 resveratrol grubu, (C) Colo-741
kontrol grubu, (D) Colo-741 resveratrol grubu. Olgek= 100 um

4.2. Iimmiinositokimyasal Analiz

Tiim gruplarda Bax immiinoreaktivitesi saptanmakla birlikte Colo-320 kontrol
grubunda Bax inniinoboyama yogunlugunun daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil
12A,B). H-SKOR analizi sonrast Bax immiinoreaktivitesi sadece resveratrol
uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicrelerinde Colo-320 kontrol grubuna gore anlamli
sekilde daha yiiksek bulunmustur (p < 0,05 Tablo 3.). Resveratrol uygulamasi yapilmis
Colo-741 hiicreleri ve Colo 741 kontrol hiicreleri (Sekil 13A,B.) arasinda Bax
yogunlugu acisindan bir fark bulunmamistir. Ayrica resveratrol uygulamasi yapilmis
Colo-320 ve resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741 hiicreleri arasinda da Bax

yogunlugu agisindan istatistiksel bir anlamlilik saptanmamustir (p > 0,05 Tablo 4.).

Bcl-2  immiinoreaktivitesi; resveratrol uygulamast yapilmig Colo-741
hiicrelerinde zayif, Colo-741 kontrol grubunda (Sekil 12C,D ve 13C,D.) ise negatif
olarak saptanmistir. Bcl-2 H-SKOR degerlerinin ise resveratrol uygulamasi yapilmis
Colo-320 hiicrelerinde azaldigi, resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741

hiicrelerinde ise arttig1 gosterilmistir. Resveratrol uygulamasi sonucu her iki hiicre
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hattindaki Bcl-2 H-SKOR degerlerindeki degisiklik istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p < 0,05, Tablo 3.). Ayrica resveratrol uygulamasi yapilmig Colo-320 ve
resvertarol  uygulamasi  yapilmis  Colo-741  hiicreleri kendi igerisinde
karsilastirildiginda Bcl-2 immiinoreaktivitesinin Colo-741 hiicrelerinde Colo-320

hiicrelerine gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmustir (p < 0,05, Tablo
3.).

Sonuglar kaspaz-3 immiinoreaktivitesi acisindan degerlendirildiginde Colo-320
kontrol grubunda orta, Colo-741 kontrol grubunda ise gii¢lii immiinoreaktivite
gozlemlenmistir (Sekil 12E,F ve 13E,F). Resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320
hiicreleri Colo-320 kontrol grubu ile karsilastirildiginda en diisiik immiinoreaktiviteyi
gostermekle birlikte bu farklilik istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p > 0,05,
Tablo 3.). Resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741 ve Colo-741 kontrol grubu
karsilastiginda kaspaz-3 i¢in H-skor degerlerinin benzer oldugu saptanmistir (p > 0,05,
Tablo 3.). Ek olarak, kaspaz-3 H-SKOR degerleri agisindan ne resveratrol uygulamasi
yapilmis hiicre hatlarinda ne de kontrol gruplarinda istatistiksel agidan anlamli bir

farklilik gézlemlenmemistir (p > 0,05, Tablo 3.).

Hsp27 immiinoreaktivitesi Colo-320 (Sekil 12G.) kontrol grubunda yiiksek iken
resveratrol uygulamasindan sonra orta seviyeye diistiigii gozlemlenmistir (Sekil 12H.).
Bu azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p > 0,05, Tablo 3.). Colo-741
hiicrelerinde Hsp27 yogunlugu zayif-negatif olarak bulunmustur (Sekil 13G,H).
Hsp27 H-SKOR degeri resveratrol uygulanmig Colo-320 hiicrelerinde resveratrol
uygulanmis Colo-741 hiicrelerina kiyasla anlamli derecede daha yiiksek bulunmustir

(p < 0,05, Tablo 3.)

Lamin B1 immiinoboyama yogunlugu tiim hiicre gruplarinda benzer sekilde ¢ok
giiclii olarak saptanmigtir (Sekil 121,J. ve 131,J). Lamin B1 H-SKOR degerleri de tiim
gruplarda benzer sekilde bulunmustur ve arada istatistiksel acgidan bir fark

bulunmamistir (Tablo 3.)

P16 immiinoreaktivitesi; resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 (Sekil 12L.)
ve Colo-741 (Sekil 13L.) hiicrelerinde saptanmis ve yogunluklart benzer sekilde
bulunmustur ( p > 0,05, Tablo 3.). Buna ¢k olarak pl16 yogunlugu sadece Colo-741
(Sekil 13K.) kontrol grubunda tespit edilmistir ancak bu yogunlugun H-SKOR
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degerleri karsilastirildiginda resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741 hiicreleri ile

arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p > 0,05, Tablo 3.)

Siklin B1 i¢in tiim hiicre gruplarinda ¢ok zayif immiinoreaktivite (Sekil 12M,N
ve 13M,N) ve benzer H-SKOR degerleri saptanmistir (Tablo 3). Resveratrol
uygulamasi yapilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri Kkontrol gruplart ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamustir (p > 0,05).
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Kontrol grubu Resveratrol grubu

Sekil 12. Kontrol ve 25ug/ml resveratrol uygulanmis (B,D,F,H,J,L,N) Colo-320
hiicrelerinde Bax (A,B), Bcl-2 (C,D), Kaspaz-3 (E,F), Hsp27 (G,H), Lamin B1
(L)), p16 (K,L), Siklin B1 (M,N) immiinoreaktiviteleri. Olgek= 20 um
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Kontrol grubu Resveratrol grubu

Lamin B1

P16

Siklin B1

20 ym

Sekil 12. (devam). Kontrol ve 25ug/ml resveratrol uygulanmis (B,D,F,H,J,L,N) Colo-
320 hiicrelerinde Bax (A,B), Bcl-2 (C,D), Kaspaz-3 (E,F), Hsp27 (G,H), Lamin B1
(L)), p16 (K,L), Siklin B1 (M,N) immiinoreaktiviteleri. Olgek= 20 pm
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Kontrol grubu Resveratrol grubu

Bax

Bcl-2

Kaspaz-3

Hsp27

Sekil 13. Kontrol ve 10pg/ml resveratrol uygulanmis (B,D,F,H,J,LL,N) Colo-741
hiicrelerinde Bax (A,B), Bcl-2 (C,D), Kaspaz-3 (E,F), Hsp27 (G,H), Lamin B1
(L)), p16 (K,L), Siklin B1 (M,N) immiinoreaktiviteleri. Olgek= 20 um
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Kontrol grubu Resveratrol grubu

Lamin B1
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P16
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Sekil 13. (devam) Kontrol ve 10pg/ml resveratrol uygulanmis (B,D,F,H,J,L,N) Colo-
741 hiicrelerinde Bax (A,B), Bcl-2 (C,D), Kaspaz-3 (E,F), Hsp27 (G,H), Lamin B1
(L)), p16 (K,L), Siklin B1 (M,N) immiinoreaktiviteleri. Olgek= 20 pm
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Tablo 3. Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinin kontrol ve resveratrol gruplari i¢in Bax,
Bcl-2, Caspase-3, Hsp27, Lamin BI, p16 ve Siklin Bl'in H-SKOR analizi.

Colo-320 Hiicreleri

Colo-741 Hiicreleri

Kontrol grubu

Resveratrol grubu

Kontrol grubu

Resveratrol grubu

Bax 227,763+8,217 317,929+58,848? 293,750+14,930 287,289+10,666
Bcl-2 247,115+20,038 105,463+5,7872P 100,000+0,000 289,583+35,5992p
Kaspaz-3 293,808+16,584 242,445+11,318 285,972+10,974 290,416+68,019
Hsp27 266,915+23,396 290,873+4,095° 100,000+0,000 144,047+66,340°
Lamin B1  290,059+14,510 310,742+30,516 281,250+37,500 257,916x61,242
pl6 286,356+15,351 287,196+17,897 313,125+33,112 278,125+25,769
Siklin B1 100,000+0,000 101,408+2,816 100,000+0,000 100,000+0,000

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve 2 yonli-ANOVA ile karsilagtirilmistir.

@ Hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde resveratrol uygulamasi yapilmis grup ile kontrol grubu
arasindaki fark (P < 0,05)

bResveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicreleri ile resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741
hiicreleri arasindaki fark (P < 0,05)

4.3. TUNEL Analizi

TUNEL analizi, sirasiyla 48 saat boyunca 25 pg/mL ve 10 pg/mL doz resveratrol
ile inkiibe edilen Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinin her ikisini de kullanmustir.
TUNEL pozitif hiicreleri resveratrol uygulanmig Colo-320 hiicrelerinde (Sekil
14A,B.) kontrol grubuna goére artis gostermistir (p < 0,001, Tablo 4.). Resveratrol
uygulanmis Colo-741 hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicreler saptanmasina ragmen
kontrol grubu ile karsilastirildiginda arada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir  (Sekil 14C,D Tablo 4.). Resveratrol uygulanmis Colo-741
hiicrelerinde, resveratrol uygulanmis Colo-320 hiicreleri ile karsilagtirildiginda
anlamli sekilde daha fazla TUNEL pozitif hiicre saptanmistir (p < 0,05, Sekilb 14B.,

Table 4.).
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Col0-320 hiicreleri

Colo-741 hiicreleri

Kontrol grubu Resveratrol grubu
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Sekil 14. TUNEL boyamasinin degerlendirilmesi: (A) Colo-320 kontrol hiicreleri, (B)
Colo-320 resveratrol uygulamasi yapilmis hiicreler, (C) Colo-741 kontrol hiicreleri,
(D) Colo-741 resveratrol uygulamasi yapilmis hiicreler. Olgek= 20 pm

Tablo 4. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi sirasiyla 25 ug / ml ve 10 ug / ml
konsantrasyonda resveratrol uygulamasi yapilmis TUNEL pozitif Colo-320 ve Colo-
741 hiicrelerinin yiizdesi.

Kontrol grubu Resveratrol grubu
Col0-320 hiicreleri 1,30+1,56 18,12+10,522
Colo-741 hiicreleri 25,00+50,00 100,00+0,00°

Veriler ortalama = SD olarak ifade edilmistir ve Mann Whitney U ile karsilagtirilmistir
a8Hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde resveratrol uygulamasi yapilmis grup ile
kontrol grubu arasindaki fark (P < 0,05)

bResveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicreleri ile resveratrol uygulamasi yapilmis
Colo-741 hiicreleri arasindaki fark (P < 0,05)
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Col0-320 hiicreleri

Colo-741 hiicreleri

4.4. x-Gal Analizi

X-gal pozitif hiicrelerin resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicrelerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda diistiigli saptanmistir ancak bu azalma istatistiksel
acidan anlamli bulunmamustir (Sekil 15A,B., Tablo 5.). Senesens durumundaki
hiicrelerin resveratrol uygulamasi yapilmis Colo-741 hiicrelerinde kontrol grubu ile
benzer oldugu gozlemlenmistir (Sekil 15C,D, Tablo 5.). Diger yandan resveratrol
uygulanmis Colo-741 hiicrelerinde, resveratrol uygulanmis Colo-320 hiicrelerine gore

daha fazla X-gal pozitif hiicre tespit edilmistir (p < 0,05, Sekil 15B,D Table 5).

Kontrol grubu Resveratrol grubu

10 pm 10 gm

Sekil 15. X-gal boyamasinin degerlendirilmesi: (A) Colo-320 kontrol hiicreleri, (B)
resveratrol ile muamele edilmis Colo-320 hiicreleri, (C) Colo-741 kontrol hiicreleri,
(D) resveratrol ile muamele edilmis Colo-741 hiicreleri. Olgek= 20 pm

47



Tablo 5. Resveratrol ile tedavi edilen X-Gal pozitif Colo-320 ve Colo-741
hiicrelerinin yiizdesinin sirasiyla 48 saat boyunca 25 ug / ml ve 10 ug / ml
konsantrasyonda kantitatif analizi.

Kontrol grubu Resveratrol grubu
Col0-320 hiicreleri 17,33+21,17 9,63+2,77°
Colo-741 hiicreleri 100,00+0,00 100,00+0,00°

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve Mann Whitney U ile karsilagtirilmigtir
28Hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde resveratrol uygulamasi yapilmig grup ile
kontrol grubu arasindaki fark (P < 0,05)

PResveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicreleri ile resveratrol uygulamasi yapilmis
Colo-741 hiicreleri arasindaki fark (P < 0,05)

5.5. MikroRNA Analizi

Resveratrol uygulamasi yapilmig Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri; kontrol
gruplar ile karsilastirildiginda miRNA konsantrasyonu azalma gdstermekle birlikte
bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05, Tablo 6.). MiRNA
konsantrasyonu resveratrol uygulamasi yapilmig Colo-741 hiicrelerinde, resveratrol
uygulanmis Colo-320 hiicrelerine gore daha yiiksek saptanmustir. Ancak bu fark
istatistiksel agidan anlamli degildir (p > 0,05, Tablo 6.).

Tablo 6. Colo320 ve Colo741 hiicrelerinde eksozom analizi sonrasinda elde edilen
miRNA konsantrasyonlari

Col0-320 hiicreleri Colo-741 hiicreleri
Kontrol grubu Resveratrol grubu Kontrol grubu Resveratrol grubu
11,00 ng/ ul 10,83 ng/ ul 15,15 ng/ ul 12,95 ng/ ul

Veriler Mann Whitney U ile karsilastirilmigtir

@8Hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde resveratrol uygulamasi yapilmis grup
ile kontrol grubu arasindaki fark (P < 0,05)

bResveratrol uygulamasi yapilmis Colo-320 hiicreleri ile resveratrol uygulamasi
yapilmig Colo-741 hiicreleri arasindaki fark (P < 0,05)
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5.0. TARTISMA

Resveratrol bir¢ok kanser tiiriine kars1 koruyucu ve tedavi edici potansiyel aktivite
gosteren biyoaktif bir bilesendir (Sales et al 2014). Resveratrol kanser tizerindeki
koruyucu etkisini hiicre siklusunu diizenleyerek gosterebilmektedir. Buna ek olarak
resveratroliin kanser iizerindeki etkileri hiicre, doku, primer ya da metastatik

kanserlere gore de farklilik gosterebilmektedir (Farhadnejad et al., 2019).

Resveratroliin  kanser iizerine etkisini irdeleyen calismalar incelendiginde
resveratroliin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu baskilayarak hiicre siklusunu durdurucu potansiyel etkileri iizerinde
durulmaktadir (Kim ve ark., 2016; Jiang ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada antikanser
ilaglarina kars1 direng gosteren kolorektal kanser hiicrelerinde (HCT116 ve DLDI)
resveratrol ve antikanser ilaci ile kombine tedavinin kanser hiicrelerinde
proliferasyonu baskilamada tek basina kullanima gore daha etkili oldugu rapor
edilmistir (Chung ve ark., 2018; Buhrmann ve ark., 2015). Ayrica resveratrol ve
metabolitleri kanser hiicrelerinin metastazini inhibe edici aktivite gosterebilmektedir
(Kim ve ark., 2016). Cesitli ¢aligsmalar resveratroliin antikanser aktivitesinin hiicre tipi
ve orijinine bagli olarak farklilik gdsterebilecegini vurgulamaktadir (Elshaer ve ark.,

2018).

Resveratroliin hiicre 6liimii ve senesens iizerindeki biyolojik etkileri g¢esitli
molekiiler yolaklarla kontrol edilmekle birlikte primer ve metastatik kanser
hiicrelerindeki etkisi heniiz net olarak bilinmemektedir (Ferhadnejad ve ark., 2019).
Buna ek olarak hiicrelerde senesensi indiiklenmesi tiimor hiicresinin farklilasmasini ve
proliferasyonunu 6nleyerek hiicreyi apoptoza gotiiren 6nemli mekanizmalardan biridir
(Ferhadnejad ve ark., 2019). Bu sebeple tedavi sonrasinda apoptoz ve Senesens

arasindaki denge ile ilgili daha fazla aragtirma yapilmasi 6ngériilmektedir.

Bax ve Bcl-2 mitokondrial aracili apoptozun diizenleyicisi olan iki 6nemli
proteindir. Bax/Bcl-2 orani hiicrelerdeki apoptoz ve hiicre canlilig1 igin bir gosterge
olarak kabul edilmektedir (Elmore, 2007). Bu ¢alismada resveratrol, primer kanser
hiicrelerinde proapoptotik Bax seviyesini artirirken, antiapoptotik Bcl-2 seviyesini
azaltmistir. Azalan Bcl-2 seviyesine ek olarak primer kanser hiicrelerinde metastatik
hiicrelere gore Bax/Bcl-2 oran1 daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuclar resveratroliin

primer kanser hiicrelerinde mitokondrial aracili  apoptozu indiikledigini
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gostermektedir. Diger taraftan, calisma sonuglari metastatik kolon kanseri hiicrelerinin
Bcl-2 ekspresyonunu resveratrole karsi hiicre canliligini korumak igin artirmig
olabilecegine de isaret etmektedir. Bununla birlikte bu ¢alismada kullanilan resveratrol
dozu ve inkiibasyon siiresi metastatik Colo-741 hiicrelerinde Bax ekspresyonunu
artirmada yeterli olmamis olabilir. Resveratroliin yiiksek dozlarda ya da bagka bir
polifenolik bilesikle kombine edilmesinin metastatik hiicrelerde apoptozun
indiiklenmesinde daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Resveratroliin akciger ve
kolon kanseri hiicrelerinde doz ve siireye bagli olarak Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu
artirirken, Bcl-2 ve Bcl-2/Bax oranini azalttigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2015,
Chen ve ark., 2009). Ayrica Baek ve arkadaglar1 (Baek ve ark., 2016) resveratroliin,
skuamoz bas ve boyun tiimoérlerinde antiapoptotik Bcel-2 ekspresyonunu azaltirken
apoptozu indiikledigini gostermistir. Roemer ve arkadaslart (Mahyar-Roemer ve ark.,
2002) yapmis olduklar1 ¢alismada resveratroliin kolorektal kanser hiicre hattt HCT116
ve HCT116 Bax -/- hiicrelerinde hem Bax bagimli hem de Bax bagimsiz yolak
tizerinden apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir. Bax bagimsiz yolakta
mitokondrial membran potansiyelinin daha ge¢ bozuldugu ve apoptozun geciktigi
bildirilmistir. Bunun yaninda resveratrol tlirevlerinin antikanser aktivitesini inceleyen
calismalar da bulunmaktadir (Li ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2014). Resveratrol tiirevi
PMS’nin (2,3°,4,4°,5’-entametoksi-trans-stilben) kolorektal kanser hiicre hattinda Bax
ekspresyonunu etkilemezken Bcl-2 ekspresyonunda etkili oldugunu gostermistir.
Aragstiricilar; Bcl-2 ekspresyonu PMS uygulamasinim ilk 12 h’de artig gosterdigini
daha sonra ise azaldigin1 ve hiicrede kaspaz aktivasyonu ile birlikte apoptozun
indiiklendigini bildirmiglerdir (Li ve ark., 2009). Resveratrol anologu pisetannoliin
kolorektal kanser hiicre hatlarinda (HCT116 ve HT29) Bcl-2 ekspresyonunu azaltip
kaspaz-3 aktivasyonunu saglayarak hiicrede apoptozu indiikledigi de rapor edilmistir
(Zhang ve ark., 2014).

Kaspazlar apoptozu kontrol eden enzimlerdir (Pistritto ve ark., 2016).
Mitokondrial ya da hiicre membran aracili apoptozda kaspaz-8 ve 9, apoptozun son
basamagi olan kaspaz-3’ii aktive etmektedir (Elmore, 2007., Pistritto ve ark., 2016).
Bu arastirmanin sonuclari; kaspaz-3 seviyeleri primer kolon kanser hiicrelerinde
resveratrol uygulamasindan sonra istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma
gosterirken, metastatik hiicre hattinda kontrol grubuna gore yine istatistiksel olarak

anlamli olmayan bir artis gostermistir. Resveratrol hem primer hem de metastatik
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hiicrelerde hiicre canliligini azaltmakla birlikte ¢alisilan hiicre hatlarinda doz ve siireye
bagli olarak kaspaz-3 aktivitesini baslatamamistir. Kaspaz-8 ve 9 aktivitelerinin
Olclilmesi bu hiicre hatlarindaki apoptotik fazin belirlenmesinde yardimci
olabilmektedir. Bununla birlikte, yliksek doz resveratrol ve resveratrolle kombine
edilmis antikanser ilacinin hiicrede kaspaz-3’iin aktive edilmesinde daha etkili
olabilecegi diisiinlilmektedir. Ayrica ¢aligma sonuglari incelendiginde TUNEL pozitif
hiicrelerin sayisinin resveratrol uygulamasindan sonra Colo-320 hiicrelerinde artis
gosterdigi saptanmustir. EI-Readi ve arkadaslar1 (EI-Readi ve ark., 2019); resveratroliin
Caco-2 hiicrelerinde antikanser ilaci ile benzer sekilde kaspaz-3,8 ve kaspaz-6/9
seviyelerini artirdigini rapor etmistir. Chen ve arkadaslari (Chen et al., 2016) ise
resveratroliin metastatik kolon kanser hiicre hatti SW620°de kaspaz-3 ve 9
ekspresyonunu arttirdigini  bildirmislerdir. Resveratrol ve tiirevlerinin etkisinin
karsilagtirildigi bir ¢alismada; resveratrol tirevi PHS nin (3,3',4,5,5’-pentahidroksi-
trans-stilben) resveratrole kiyasla kolorektal kanser hiicrelerinde oksidatif stresi
artirarak apoptozu indiiklemede daha etkili oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte
PHS’ nin 6zellikle kaspaz-9 aktivasyonunu saglayarak hiicrede mitokondrial apoptozu
baslatabilecegi ve kaspaz-3’ii de aktive ettigi ongorilmistiir (Li ve ark., 2010). Li ve
arkadaglar1 (Li ve ark., 2009) ise; farkli bir resveratrol tiirevi olan PMS’nin
(2,3°,4,4°,5’-entametoksi-trans-stilben) kaspaz-3, 7, 8 ve 9 aktivasyonunu saglayarak
apoptozu indiikleyebilecegini rapor etmislerdir. Resveratrol ve metabolitlerinin
kaspaz aktivasyonunu indiikledigini gdsteren caligmalarin yaninda kanser hiicrelerinde
kaspaz bagimsiz yolak iizerinden de apoptozu indiikleyebilecegini gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Pozo-Guisado ve ark. 2005), Pozo-Guisado Gusiado ve arkadaslari
(Pozo-Guisado ve ark. 2005), resveratroliin MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda
kaspaz-3 aktivitesini degistirmeksizin hiicrede NF-kB ve Bcl-2 ekspresyonunu
azalttigin1 ve oksidatif stresi artirarak mitokondrial membran potansiyelini bozarak
hiicrede kaspaz bagimsiz yolak {izerinden apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir.
Bu sonug¢ dogrultusunda resveratroliin primer kanser hiicrelerinde kaspaz bagiml

olmayan yolaklar iizerinden apoptozu indiikleyebilecegi diigiiniilmektedir.

Senesens, hiicreleri  hiicre dongiilerini  durdurmaya iterek proliferatif
yeteneklerinin kaybina sebep olmaktadir (Gonzalez ve ark., 2016). Onceki ¢alismalar
resveratrol ve metabolitlerinin farkli kanser tiplerinde “senesens ile iligkili

molekiilleri” kontrol ederek hiicrede senesensi indiikleyebilecegini gostermektedir (Ji
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ve ark., 2018; Giménez-Bastida ve ark., 2019). Hsp27 bir 1s1 sok proteini olup
senesensi diizenlemekte ve farkli kanser tiirlerinde yiiksek miktarda eksprese
edilmektedir (O’Callaghan-Sunolet ve ark., 2007). Bcl-2 proteinleri, intrinsik
apoptotik yolagin diizenlenmesinde ©6nemli bir rol oynamaktadir. Ornegin;
proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri bu familya igerisinde yer
almaktadir (Wei ve ark., 2001). Bax proteini, mitokondriden sitokrom ¢ salinimini
indiikleyerek intrinsik apoptozu stimiile etmektedir. Sitokrom c, sitozolik apoptozis
proteaz faktor 1 (Apaf-1) ve prokaspaz 9 ile etkilesime gegerek apoptozomu
olusturmakta ve apoptozom da kaspaz-3 ve hiicrede apoptozu aktive etmektedir (Li ve
ark., 1997). Diger taraftan Hsp27 indirekt olarak Bax proteininin mitokondriye
translokasyonunu inhibe etmekte ve boylelikle sitokrom c salinimini kisitlayarak
apoptozu Onlemektedir (Acunzo ve ark., 2012). Bu arastirmanin sonuglar
incelendiginde; hiicre sagkalimini saglayan proteinlerden biri olan Hsp27; primer
kanser hiicrelerinde hiicre yaslanmasindan kagabilmek i¢in metastatik hiicrelere gore
daha fazla artis gostermistir. Resveratrol primer kanser hiicrelerinde Bax seviyesini
artirarak intrinsik apoptozu aktive etmistir. Ancak hiicrelerdeki Hsp27 artisinin bir
diger sebebinin Bax inhibisyonu ile hiicreyi apoptozdan korumak i¢in olabilecegi
disiiniilmektedir. Ayrica bu aragtirmanin sonuglart metastatik kolon kanser
hiicrelerinin resveratrole direngli oldugunu gostermektedir. Resveratrol uygulanan
metastatik kolon kanser hiicrelerindeki Bcl-2 immiinoreaktivitelerindeki artis, kanser
hiicrelerinin  6liim yolaklarindan kagmak i¢in proliferasyonu biiylik 0Slgilide

artirmastyla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan diger arastirmalar incelendiginde yiiksek dozlarda kullanilan
resveratroliin (250 pM) meme kanser hiicresi MCF-7de 48 h’lik inkiibasyon ile
birlikte Hsp27 ekspresyonunun azalttigi ve hiicrelerde doxorubucin duyarliligimi
artirdig rapor edilmistir (D1"az-Cha’vez ve ark., 2013). Resveratroliin U-87 insan
glioblastoma hiicrelerinde Hsp27 ekspresyonunu azalttigi, SIRNA ile kombine
edildiginde Hsp27’nin susturulmasinda ve hiicrede kaspaz 3 aktivasyonu ve apoptozu
indiiklemede daha etkili oldugu rapor edilmistir. (Onay Ucar ve Sengelen., 2019).
Bununla birlikte resveratroliin kolorektal kanser hiicrelerinde Hsp27 ekspresyonu
tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica resveratroliin
Hsp27 seviyelerinde azalmaya ve hiicreleri senesense gotiirdiigii ile iliski net bir

sekilde ortaya konamamustir. Diger c¢alismalarin aksine bu g¢alismada resveratrol
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uygulamasindan sonra Hsp27 seviyelerinin hem Colo-320 hem de Colo-741
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig gosterdigi gdzlemlenmistir.
Bu artis Colo-320 hiicrelerinde Colo-741 hiicreleri ile kiyaslandiginda anlamli
derecede daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar resveratroliin primer kanser
hiicrelerinde metastatik hiicrelere gore daha fazla strese sebep oldugunun bir

gostergesi olarak kabul edilmistir.

Son yillarda ¢alismalar resveratroliin glioma ve pankreas gibi ¢esitli kanser
tiplerinde epitel-mezenkimal gegisi diizenleyerek tiimor hiicresinde hiicre migrasyonu
ve invazyonunu diizenleyebilecegini gostermektedir (Cilibrasi ve ark., 2017; Hoca ve
ark., 2019). Metalloproteinaz 2 (MMP-2), Hsp27 aktif enzimidir ve metastatik
ilerleme ile iliskilidir (Paul ve ark., 2002). Bu arastirmanin sonuglarina gore resveratrol
uygulamasit Hsp27 ekspresyonunun artisini  baskilayamamistir.  Bu  sebeple
resveratroliin kolon kanser hiicrelerinin metastazini baskilayamadigi goriilmektedir.
Yine de mevcut sonuglarin kolon kanserindeki metastazla ilgili farkli sinyalizasyon

yolaklarinda goérevli molekiillerle incelenmesi gerekmektedir.

Lamin Bl niiklear membranda bulunan ve proliferasyonu diizenleyen bir
proteindir (Sakthivel ve ark., 2016). Hiicrede lamin B1 seviyesi azaldiginda hiicre
proliferasyonunda da azalma meydana gelmekte ve hiicrede yaslanma
indiiklenmektedir (Shimi ve ark., 2011). Biyoaktif bilesenlerin kolorektal kanserde
lamin B1 ekspresyonunu artirarak hiicreleri senesense gotiirebilecegi diisiiniilmekle
birlikte konu ile ilgili sinirl sayida ¢aligma bulunmaktadir (Liu ve ark., 2013). Buna
ragmen resveratroliin lamin B1’i etkileyerek hiicrelerde yaslanmay1 indiikledigi ile
ilgili kesin bir veri bulunmamaktadir. Bu arastirmanin sonuglart lamin Bl
seviyelerinin resveratrol uygulamasindan sonra Colo-320 hiicre hattinda artarken,
Colo-741 hiicrelerinde azaldigint gostermektedir. Lamin B1 seviyelerindeki degisiklik
higbir hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir ve bu sonucun doz ve
sire 1ile iligkili olabilecegi distliniilmektedir. Colo-320 hiicrelerinin lamin Bl
seviyelerini senesensten kacgabilmek i¢in artirmis olabilecegi 6ngoriilmektedir. Diger
taraftan resveratroliin lamin B1 seviyesini azaltmada Colo-741 hiicrelerinde daha etkili
oldugu gozlemlenmistir. Ancak lamin B1’in azaltilarak senesensin indiiklenmesi
metastatik hiicrelerde hiicrenin devamliligini saglamak ve apoptozdan kagmak i¢in bir

savunma mekanizmast olabilir.
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CDK inhibitorleri, siklin ve siklin bagimli kinazlar araciligi ile hiicre siklusunu
diizenlemektedir. P16, CDK inhibitor ailesine ait timor baskilayici bir proteindir ve
hiicre yaslanmasinda gorevlidir (Yamashiro ve ark., 2011). Bu arastirmanin sonuglari
incelendiginde pl6 seviyelerinin Colo-320 hiicrelerinde kontrol ve resveratrol
grubunda benzer oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte metastatik kolon kanseri
hiicrelerinde resveratrol grubunda kontrol grubuna goére azalmis pl6 seviyeleri
bulunmustur. P16 seviyelerindeki degisiklik her iki kanser hiicre hatt1 i¢in de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Primer hiicrelerdeki artmis p16 seviyesi
resveratroliin yiiksek dozda kullanildiginda hiicrede senesensi indiikleyebilecegini
diisindiirmektedir. Ji ve arkadaslart (Ji ve ark., 2018) 100 uM resveratroliin akciger
kanser hiicrelerinde pl6 seviyesini artirdigi ve prematiire senesensi indiikledigini
gostermistir. Colin ve arkadaslar1 (Colin ve ark., 2014) resveratroliin SW620 kolon
kanseri hiicrelerinde p16 seviyesini artirarak hiicreyi senesense gotiirdiiglinii rapor
etmistir. Yapilan baska bir calismada konjuge resveratrol metabolitinin MCF-7 meme
kanser hiicre hattinda p16 ekspresyonunu artirdigi, hiicre siklusunu G2M/S fazinda

durdurdugu ve hiicrede apoptozu indiiklemeyip senesensi indiikledigi bildirilmistir

(Giménez-Bastida ve ark., 2019).

Siklin B1 hiicre siklusunun anahtar diizenleyicisidir ve kanser hiicrelerinde
yiiksek miktarda eksprese edilmektedir (Ye ve ark., 2017). Bu ¢alisma: kolorektal
kanser hiicrelerinde siklin B1 ve senesens arasindaki iliskinin resveratrol agisindan
incelendigi ilk ¢alismadir. Calisma sonuglarina gore siklin B1 ekspresyonu ne Colo-
320 ne de Colo-741 hiicrelerinde resveratrol uygulamasindan sonra degisiklik
gostermemistir. X-gal boyama sonuglari géz Oniine alindiginda ise, resveratrol
uygulamasi yapilan Colo-320 hiicrelerinde senesens durumundaki hiicre sayisinin
azaldigi ancak bu azalmanin anlamli olmadigi gozlemlenmistir. Bu durum
resveratroliin primer kolon kanseri hiicrelerinde senesensten ziyade apoptozu
indiiklemede daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan resveratrol
uygulamasi yapilan Colo-741 hiicrelerinde Colo-320 hiicrelerine kiyasla daha fazla
senesens durumunda hiicre bulunmustur. Bu durum, metastatik kanser hiicrelerinin
senesensi apoptozdan kagcmak i¢in kullanabilecegi seklinde yorumlanmistir.
Metastatik kanser hiicrelerinde artmis senesens hiicre sayisin1 ve azalmis lamin B1
seviyelerini daha iyi gozlemleyebilmek i¢in daha yiiksek doz resveratrol ve daha uzun

inkiibasyon siiresinin etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Joe ve arkadaslar1 (Joe ve
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ark., 2002) gesitli kanser hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada resveratrol uygulamasindan
sonra U937 lenfoma kanser hiicreleri ve Bic-1 insan 6zefagus adenokarsinoma
hiicrelerinde siklin B1 ekspresyonunun etkilenmedigini, SW480 kolon kanser
hiicrelerinde ise azaldigini ve hiicre siklusunun S fazinda durdugunu rapor etmistir.
Yapilan farkli bir ¢alismada resveratroliin SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde
siklin B1 ekspresyonunu azalttigi rapor edilmistir (Delmas ve ark., 2002).
Resveratroliin siklin B1 ekspresyonunu azaltarak hiicre siklusunu durdurucu etkilerini
gosteren calismalar olmakla birlikte hiicrede siklin B1 ekspresyonu ile senesens
arasindaki baglantinin incelendigi tek calisma pankreas kanser hiicrelerinde rapor

edilmistir (Zhang ve ark., 2019).

MiRNA’lar endojen kodlanmayan kii¢iilk RNA molekiilleridir ve hiicrede ¢esitli
genlerin ekspresyonunu diizenlerler (Falcone ve ark., 2015). MiRNA’lar hiicrede
hiicresel gelisme, farklilasma, proliferasyon, K* kanallarinin diizenlenmesi, stres
yaniti, DNA onarimi, hiicre adezyonu, hiicre 6liimii, inflamasyon, metabolizma ve
timor gelisimi gibi birgok biyolojik siiregte etki gosterebilmektedir (Kim ve ark.,
2017). Resveratrolin MiRNA ekspresyonunu etkileyerek kolorektal kanser
ilerlemesini durdurucu etkilerini gosteren calismalar olmakla birlikte Colo-320 ve
Colo-741 hiicre hatlarinda bu etkinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada resveratroliin MiRNA seviyeleri lizerinde her iki hiicre hattinda da kontrol
grubuna kiyasla anlamli olmayan bir azalma gozlemlenmistir. Colo-741 hiicrelerinde
bu azalma daha belirin sekilde olmustur. Yiiksek doz ve inkiibasyon siiresinin
metastatik hiicre hattinda miRNA seviyelerinde anlamli bir azalmaya sebep
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica MiRNA igerik analizinin yapildig1 ¢alisma
dizaynlarinin hiicrelerde meydana gelen onkogenik ve tiimor baskilayict MiRNA
seviyelerindeki degisiklikleri belirlemede daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan caligmalar resveratroliin MiRNA ekspresyonu {izerinde etkili olabilecegini
gostermektedir. SW480 hiicrelerinde resveratroliin - MiRNA komposizyonunu
diizenleyebilecegi, onkogenik miRNA ekspresyonunu azaltirken antikanser ve
antimetastatik aktiviteye sahip anahtar MiRNA ekspresyonlarini artirabilecegi rapor
edilmistir (Tili ve ark., 2010). Yang ve arkadaslar1 resveratroliin HCT116 ve HT29
hiicre hatlarinda tiimér baskilayict MiRNA ekspresyonunu artirarak hiicrede
proliferasyon, migrasyon ve invazyonu baskilayarak apoptozu indiikledigini

gostermislerdir (Yang ve ark., 2015). Farkli bir ¢alismada resveratrol metaboliti olan
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piseatannoliin kolorektal kanser hiicrelerinde (HCT116 ve HT29) proapoptotik
MiRNA ekspresyonunu artirarak hiicrede apoptozu indiikledigi rapor edilmistir

(Zhang ve ark., 2014).

Resveratrol ve metabolitlerinin kanser hiicreleri iizerinde ¢esitli etkileri
bulunmakla birlikte antikanser aktivite gdstermesini saglayacak hiicre igin
konsantrasyonlar heniiz bilinmemektedir. Primer ve metastatik hiicreler kendilerine
Ozgii karakteristik hiicre Ozellikleri gostermektedir. Bu nedenle c¢alismanin ana
kisitlilig1 ajanin hiicre i¢i seviyelerinin degerlendirmesinin yapilamamasidir. Ayrica
kaspaz-8 ve 9 seviyelerinin incelenmesi kolon kanser hiicrelerinde indiiklenen
apoptozun hangi fazda oldugunun belirlenmesinde yardimer olabilir. Mevcut

calismadaki bulgular gelecekteki diger ¢alismalar i¢in bir temel olusturmaktadir.
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6.0. SONUC ve ONERILER

Resveratrol ile ilgili in vitro calismalar artmakla birlikte, bu g¢aligmalarda
resveratrol yiiksek dozlarda kullanilmaktadir. Bu durum resveratroliin fizyolojik
etkilerinin  dogru yansitilamamasina sebep olabilmektedir. Resveratroliin
biyoyararliliginin diisiik oldugu bilinmektedir ve ayrica resveratrol hizlica metabolize
olmakta ve viicuttan atilmaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalar her zaman in vivo
caligmalarla korelasyon gostermeyebilmektedir (Park ve Pezzuto., 2015). Bu sebeple

konu ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada resveratroliin apoptoz ve hiicre sag kalimi tizerindeki etkileri primer
ve metastatik kolon kanseri hiicrelerinde degerlendirilmistir. Sonuglar resveratroliin
mitokondriyal apoptozu indiikledigini ve primer kolon kanseri hiicrelerinde hiicre sag
kalimini azaltmada senesensten daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, resveratrol
metastatik kanser hiicrelerinde apoptozu indiikklemeden hiicre canliligini azaltmistir.
Apoptozun indiiklenmesi veya sag kalim ve 6liim sinyal yollar1 arasindaki dengenin
kontrol edilmesi, metastazin 6nlenebilmesi ve kanser hastalarinin tedavisi i¢in oldukca
o6nemli bir rol oynayabilmektedir. Bunun yaninda senesens durumundaki hiicrelerin
kontroliiniin saglanmasi ile tedavi etkinligi ve hastalarin hayatta kalimlar1 arasindaki
iligki heniiz net bir sekilde ortaya konamamistir. Resveratroliin apoptoz ve hiicre

siklusu iizerindeki mekanizmalar1 hiicre tipine bagl degisiklik gosterebilmektedir.

Bu arastirmanin sonuglar1 15181inda;

1. Resveratrolin Kkolorektal kanser hiicrelerindeki antikanser etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in in vivo ¢alismalarla desteklenmesi,

2. Resveratroliin kolorektal kanser hiicrelerindeki antikanser etkilerinin daha net
ortaya konabilmesi i¢in klinik ¢alismalarla desteklenmesi,

3. MTT ve immiinositokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in resveratroliin farkli
doz ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak daha ileri ¢caligmalarin yapilmasi,

4. Resveratroliin mevcut hiicre hatlarinda apoptotik ve senesens ile ilgili
yolaklarinin ortaya konmasina yonelik ¢alismalarin arttirilmasi,

5. Resveratroliin biyoyararliliginin diisiik olmasi sebebi ile yapilan in vitro
caligmalarin in vivo c¢aligmalarla biyoyararliliginin  degerlendirilerek

desteklenmesi,
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6. Resveratrol ve metabolitlerinin potansiyel antikanser aktivitesinden
yararlanmak i¢in resveratrolden zengin besinlerin tiiketimlerinin ve Akdeniz
diyeti gibi beslenme modellerinin 6nerilmesi,

7. Resveratroliin potansiyel antikanser etkilerini gosterebilmesi i¢in diyet
orintiisiinde ne miktarda tiiketilmesi gerektigine yonelik ¢alismalarin
ivedilikle ele alinip yasama gegirilmesi,

8. Resveratroliin farmakoterapotik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in daha ileri

caligmalarin yapilmasi 6ngoriilmektedir

58



8.0.KAYNAKLAR

Abate M, Festa A, Falco M, Lombardi A, Luce A, Grimaldi A, vd. Mitochondria as
playmakers of apoptosis, autophagy and senescence. Semin Cell Dev Biol. 2020;

98:139-53.

Acunzo J., Katsogiannou M., Rocchi P. Small heat shock proteins HSP27 (HspB1),
aB-crystallin  (HspB5) and HSP22 (HspB8) as regulators of cell death. The
international journal of biochemistry & cell biology 2012; 44: 1622-31.

Afrin S, Giampieri F, Gasparrini M, Forbes-Hernandez TY, Cianciosi D, Reboredo-
Rodriguez P, Zhang J, Manna PP, Daglia M, Atanasov AG, Battino M. Dietary
phytochemicals in colorectal cancer prevention and treatment: a focus on the

molecular mechanisms involved. Biotechnology advances. 2020;38:107322.

Aggarwal BB, Bhardwaj A, Aggarwal RS, Seeram NP, Shishodia S, Takada Y. Role
of resveratrol in prevention and therapy of cancer: preclinical and clinical studies.
Anticancer research. 2004;24(5A):2783-840.

Arnold M, Sierra MS, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, Bray F. Global
patterns and trends in colorectal cancer incidence and mortality. Gut. 2017;66(4):683—
91.

Baek SH., Ko JH., Lee H., Jung J., Kong M., Lee JW., Lee J., Chinnathambi A., Zayed
ME., Alharbi SA., Lee SG. Resveratrol inhibits STAT3 signaling pathway through the
induction of SOCS-1: Role in apoptosis induction and radiosensitization in head and
neck tumor cells. Phytomedicine 2016; 23: 566-77.

Beauséjour CM, Krtolica A, Galimi F, Narita M, Lowe SW, Yaswen P, vd. Reversal
of human cellular senescence: Roles of the p53 and pl6 pathways. EMBO J.
2003;22(16):4212-22.

Binenbaum I, Lefaki M, Chondrogianni N, Chatziioannou A. Bioinformatic

framework for analysis of transcription factor changes as the molecular link between
59



replicative  cellular senescence signaling pathways and carcinogenesis.
Biogerontology. 2020;21(3):357—66.

Bird JK, Raederstorff D, Weber P, Steinert RE. Cardiovascular and antiobesity effects
of resveratrol mediated through the gut microbiota. Advances in Nutrition.
2017,;8(6):839-49.

Board, PDQ Adult Treatment Editorial. "Colon Cancer Treatment (PDQ®)." In PDQ

Cancer Information Summaries [Internet]. National Cancer Institute (US), 2019.

Bray F, Ferlay J, Soerjomataram I, Siegel RL, Torre LA, Jemal A. Global cancer
statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin. 2018;68(6):394—424.

Brown VA, Patel KR, Viskaduraki M, Crowell JA, Perloff M, Booth TD, vd. Repeat
dose study of the cancer chemopreventive agent resveratrol in healthy volunteers:
Safety, pharmacokinetics, and effect on the insulin-like growth factor axis. Cancer
Res. 2010;70(22):9003-11.

Bruey JM, Ducasse C, Bonniaud P, Ravagnan L, Susin SA, Diaz-Latoud C, Gurbuxani
S, Arrigo AP, Kroemer G, Solary E, Garrido C. Hsp27 negatively regulates cell death
by interacting with cytochrome c. Nature cell biology. 2000;2(9):645-52.

Buhrmann C, Shayan P, Kraehe P, Popper B, Goel A, Shakibaei M. Resveratrol
induces chemosensitization to 5-fluorouracil through up-regulation of intercellular
junctions, Epithelial-to-mesenchymal transition and apoptosis in colorectal cancer.
Biochem Pharmacol. 2015;98(1):51-68.

Calderwood SK. Heat shock proteins and cancer: Intracellular chaperones or
extracellular signalling ligands? Philos Trans R Soc B Biol Sci. 2018;373:(1738).

Chaplin A, Carpéné C, Mercader J. Resveratrol, metabolic syndrome, and gut
microbiota. Nutrients. 2018;10(11):1651.

Chatterjee S, Burns TF. Targeting heat shock proteins in cancer: A promising

therapeutic approach. Int J Mol Sci. 2017;18(9).
60



Chen BY, Sung CW, Chen C, Cheng CM, Lin DP, Huang CT, Hsu MY. Advances in
exosomes technology. Clinica Chimica Acta. 2019; 493:14-9.

Chen H., Jin ZL., Xu H. MEK/ERK signalling pathway in apoptosis of SW620 cell
line and inhibition effect of resveratrol. Asian Pac. J. Trop. Med 2016; 9: 49-53.

Chung SS, Dutta P, Austin D, Wang P, Awad A, Vadgama J V. Combination of
resveratrol and 5-flurouracil enhanced antitelomerase activity and apoptosis by
inhibiting STAT3 and Akt signaling pathways in human colorectal cancer cells.
Oncotarget. 2018;9(68):32943-57.

Cilibrasi C., Riva G., Romano G., Cadamuro M., Bazzoni R., Butta V., Paoletta L.,
Dalpra L., Strazzabosco M., Lavitrano M., Giovannoni R. Resveratrol impairs glioma
stem cells proliferation and motility by modulating the wnt signaling pathway. PLoS
One 2017; 12: e0169854.

Colin DJ., Limagne K., Lizard G., Ghiringhelli F., Solary E., et al. The role of reactive
oxygen species and subsequent dna-damage response in the emergence of resistance

towards resveratrol in colon cancer models. Cell Death Dis 2014; 5: 1533-45.

Coppa T, Lazze MC, Cazzalini O, Perucca P, Pizzala R, Bianchi L, Stivala LA, Forti
L, Maccario C, Vannini V, Savio M. Structure—activity relationship of resveratrol and
its analogue, 4, 4'-dihydroxy-trans-stilbene, toward the endothelin axis in human
endothelial cells. Journal of medicinal food. 2011;14(10):1173-80.

Dekker E, Tanis PJ, Vleugels JLA, Kasi PM, Wallace MB. Colorectal cancer. Lancet.
2019;394(10207):1467-80.

Delmas D, Passilly-Degrace P, Jannin BR, Malki MC, Latruffe NO. Resveratrol, a
chemopreventive agent, disrupts the cell cycle control of human SW480 colorectal

tumor cells. International journal of molecular medicine. 2002;10(2):193-9.

Dhar S, Hicks C, Levenson AS. Resveratrol and prostate cancer: promising role for
microRNAs. Molecular nutrition & food research. 2011 Aug;55(8):1219-29.

61



Diaz-Chavez J., Fonseca-Sanchez MA., Arechaga-Ocampo E., Flores-Pérez A.,
Palacios-Rodriguez Y., Dominguez-Gémez G., Marchat LA., Fuentes-Mera L.,
Mendoza-Hernandez G., Gariglio P., Lopez-Camarillo C. Proteomic profiling reveals
that resveratrol inhibits Hsp27 expression and sensitizes breast cancer cells to
doxorubicin therapy. Plos One 2013; 8: 64378.

Dybkowska E, Sadowska A, Swiderski F, Rakowska R, Wysocka K. The occurrence
of resveratrol in foodstuffs and its potential for supporting cancer prevention and
treatment. A review. Rocz Panstw Zakl Hig. 2018;69(1):5-14.

EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA). Safety of synthetic
trans-resveratrol as a novel food pursuant to Regulation (EC) No 258/97. EFSA
Journal. 2016;14(1):4368.

Elmore S. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol.
2007;35(4):495-516.

El-Readi MZ, Eid SY, Abdelghany AA, Al-Amoudi HS, Efferth T, Wink M.
Resveratrol mediated cancer cell apoptosis, and modulation of multidrug resistance
proteins and metabolic enzymes. Phytomedicine. 2019;55:269-81.

Elshaer M, Chen Y, Wang XJ, Tang X. Resveratrol: An overview of its anti-cancer
mechanisms. Life sciences. 2018; 207:340-9.

Ers6z E, Can OB, Uzunoglu S. Eksozomlarin Kanserdeki Rolii. Celal Bayar
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi. 2016;3(1):144-52.

Falcone G, Felsani A, D’Agnano . Signaling by exosomal microRNAs in cancer. J

Exp Clin Cancer Res. 2015;34(1):1-10.

Fan TJ, Han LH, Cong RS, Liang J. Caspase family proteases and apoptosis. Acta
Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2005;37(11):719-27.

Fang Y, Demarco VG, Nicholl MB. Resveratrol enhances radiation sensitivity in
prostate cancer by inhibiting cell proliferation and promoting cell senescence and
apoptosis. Cancer Sci. 2012;103(6):1090-8.

62



Farhadnejad H, Emamat H, Zand H. The Effect of Resveratrol on Cellular Senescence
in Normal and Cancer Cells: Focusing on Cancer and Age-Related Diseases. Nutr
Cancer. 2019;71(7):1175-80.

Freund A, Laberge RM, Demaria M, Campisi J. Lamin B1 loss is a senescence-
associated biomarker. Mol Biol Cell. 2012;23(11):2066—75.

Garg R, Sardana S. Research Problems Associated with Resveratrol (trans-3, 5, 4’-
trihydroxystilbene; RSV) and Various Strategies to Overcome those Problems.
Current drug delivery. 2017;14(3):364-76.

Giménez-Bastida JA., Avila-Géalvez MA., Espin JC., Gonzalez-Sarrias A. Conjugated
physiological resveratrol metabolites induce senescence in breast cancer cells: role of
p53/p21 and p16/Rb pathways, and abc transporters. Mol. Nutr. Food Res 2019; 63:
1900629.

Gire V, Dulic V. Senescence from G2 arrest, revisited. Cell Cycle. 2015;14(3):297—
304.

Goldberg DM, Yan J, Soleas GJ. Absorption of three wine-related polyphenols in three
different matrices by healthy subjects. Clin Biochem. 2003;36(1):79-87.

Gonzalez LC, Ghadaouia S, Martinez A, Rodier F. Premature aging/senescence in
cancer cells facing therapy: good or bad? Biogerontology. 2016;17(1):71-87.

Gowd V, Karim N, Shishir MR, Xie L, Chen W. Dietary polyphenols to combat the
metabolic diseases via altering gut microbiota. Trends in Food Science & Technology.
2019;93: 81-93.

Grilo AL, Mantalaris A. Apoptosis: A mammalian cell bioprocessing perspective.
Biotechnol Adv. 2019;37(3):459-75.

Hagiwara K, Kosaka N, Yoshioka Y, Takahashi RU, Takeshita F, Ochiya T. Stilbene
derivatives promote Ago2-dependent tumour-suppressive microRNA activity. Sci
Rep. 2012;2:1-9.

63



Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. cell.
2011:144(5):646-74.

Harikumar KB, Aggarwal BB. Resveratrol: a multitargeted agent for age-associated
chronic diseases. Cell cycle. 2008;7(8):1020-35.

Hernandez-Segura A, Nehme J, Demaria M. Hallmarks of cellular senescence. Trends
in cell biology. 2018 Jun 1;28(6):436-53.

Hoca M., Becer E., Kabaday1 H., Yiicecan S., Vatansever HS. The effect of resveratrol
and quercetin on epithelial-mesenchymal transition in pancreatic cancer stem cell.
Nutr Cancer 2019; 8: 1-2.

Hurst WJ, Glinski JA, Miller KB, Apgar J, Davey MH, Stuart DA. Survey of the trans-
resveratrol and trans-piceid content of cocoa-containing and chocolate products.
Journal of agricultural and food chemistry. 2008;56(18):8374-8.

IARC (2019). Colorectal cancer screening. IARC Handb Cancer Prev. 17:1-300.
Available from: http://publications.iarc.fr/573.

Jang M, Cai L, Udeani GO, Slowing KV, Thomas CF, Beecher CW, Fong HH,
Farnsworth NR, Kinghorn AD, Mehta RG, Moon RC. Cancer chemopreventive
activity of resveratrol, a natural product derived from grapes. Science.
1997;275(5297):218-20.

Jeandet P, Delaunois B, Aziz A, Donnez D, Vasserot Y, Cordelier S, vd. Metabolic
engineering of yeast and plants for the production of the biologically active

hydroxystilbene, resveratrol. J Biomed Biotechnol. 2012;2012.

JiS.,Zheng Z., Liu S., Ren G., Gao J., Zhang Y., Li G. Resveratrol promotes oxidative
stress to drive dlcl mediated cellular senescence in cancer cells. Exp Cell Res 2018;
370: 292-302.

Jiang Z, Chen K, Cheng L, Yan B, Qian W, Cao J, Li J, Wu E, Ma Q, Yang W.
Resveratrol and cancer treatment: Updates. Annals of the New York Academy of

Sciences. 2017;1403(1):59-69.
64


http://publications.iarc.fr/573

Joe AK, Liu H, Suzui M, Vural ME, Xiao D, Weinstein IB, vd. Resveratrol induces
growth inhibition, S-phase arrest, apoptosis, and changes in biomarker expression in

several human cancer cell lines. Clin Cancer Res. 2002;8(3):893-903.

Johnson A, Morgan L., Walter RR. Molecular Biology of The Cell. 6th ed. Garland
Science; 2015, p:1021-1034.

Kim S, Song ML, Min H, Hwang |, Baek SK, Kwon TK, Park JW. miRNA
biogenesis-associated RNase Ill nucleases Drosha and Dicer are upregulated in
colorectal adenocarcinoma. Oncology letters. 2017;14(4):4379-83.

Koushki M, Amiri-Dashatan N, Ahmadi N, Abbaszadeh HA, Rezaei-Tavirani M.
Resveratrol: A miraculous natural compound for diseases treatment. Food Science &
Nutrition. 2018;6(8):2473-90.

Kraft TE, Parisotto D, Schempp C, Efferth T. Fighting cancer with red wine?
Molecular mechanisms of resveratrol. Critical reviews in food science and nutrition.
2009 ;49(9):782-99.

Kursvietien¢ L, Staneviciene I, Mongirdiené A, Bernatoniené J. Multiplicity of effects

and health benefits of resveratrol. Med. 2016;52(3):148-55.

Langcake P, Pryce RJ. The production of resveratrol by Vitis vinifera and other
members of the Vitaceae as a response to infection or injury. Physiological Plant
Pathology. 1976;9(1):77-86.

Lee PS, Chiou YS, Ho CT, Pan MH. Chemoprevention by resveratrol and
pterostilbene: Targeting on epigenetic regulation. BioFactors. 2018;44(1):26-35.

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM. Overhead Transparency Set for Lehninger
Principles of Biochemistry 4th Ed. WH Freeman; 2004; p:468-475

Li H, Wu WK, Zheng Z, Che CT, Li ZJ, Xu DD, Wong CC, Ye CG, Sung JJ, Cho CH,

Wang M. 3, 3', 4, 5, 5'-pentahydroxy-trans-stilbene, a resveratrol derivative, induces
65



apoptosis in colorectal carcinoma cells via oxidative stress. European journal of
pharmacology. 2010;637(1-3):55-61.

Li H, Wu WKK, Zheng Z, Che CT, Yu L, Li ZJ, vd. 2,3',4,4',5'-Pentamethoxy-trans-
stilbene, a resveratrol derivative, is a potent inducer of apoptosis in colon cancer cells
via targeting microtubules. Biochem Pharmacol. 2009;78(9):1224-32

Li J, Yang X, Guan H, Mizokami A, Keller ET, Xu X, Liu X, Tan J, Hu L, Lu Y,
Zhang J. Exosome-derived microRNAs contribute to prostate cancer chemoresistance.
International journal of oncology. 2016;49(2):838-46.

Li P., Nijhawan D., Budihardjo I., Srinivasula SM., Ahmad M., Alnemri ES., Wang
X. Cytochrome ¢ and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 complex
initiates an apoptotic protease cascade. Cell 1997; 9: 479-89.

Liang HH, Huang CY, Chou CW, Makondi PT, Huang M Te, Wei PL, vd. Heat shock
protein 27 influences the anti-cancer effect of curcumin in colon cancer cells through
ROS production and autophagy activation. Life Sci. 2018;209:43-51.

Liu B, Zhou Z, Zhou W, Liu J, Zhang Q, Xia J, vd. Resveratrol inhibits proliferation
in human colorectal carcinoma cells by inducing G1/S-phase cell cycle arrest and
apoptosis through caspase/cyclin-CDK pathways. Mol Med Rep. 2014;10(4):1697—
702.

Liu L, Wang J, Shi L, Zhang W, Du X, Wang Z, vd. B-Asarone induces senescence in
colorectal cancer cells by inducing lamin Bl expression. Phytomedicine.
2013;20(6):512-20.

LukaSovd E, Kovatik A, Kozubek S. Consequences of Lamin Bl and Lamin B

Receptor Downregulation in Senescence. Cells. 2018;7(2):11.

Mahyar-Roemer M, Kohler H, Roemer K. Role of Bax in resveratrol-induced

apoptosis of colorectal carcinoma cells. BMC Cancer. 2002;2:1-9.

66



Malvezzi H, Viana BG, Dobo C, Filippi RZ, Podgaec S, Piccinato CA. Depleted lamin
B1: a possible marker of the involvement of senescence in endometriosis? Arch
Gynecol Obstet. 2018;297(4):977-84.

Marmol I, Sanchez-de-Diego C, Dieste AP, Cerrada E, Yoldi MJR. Colorectal
carcinoma: A general overview and future perspectives in colorectal cancer. Int J Mol
Sci. 2017;18(1).

Martinvalet D, Zhu P, Lieberman J. Granzyme A induces caspase-independent
mitochondrial damage, a required first step for apoptosis. Immunity. 2005;22(3):355—
70.

Meng X, Zhou J, Zhao CN, Gan RY, Li H Bin. Health benefits and molecular
mechanisms of resveratrol: A narrative review. Foods. 2020;9(3):1-27.

Mikuta-Pietrasik J, Niklas A, Uruski P, Tykarski A, Ksigzek K. Mechanisms and
significance of therapy-induced and spontaneous senescence of cancer cells. Cellular
and Molecular Life Sciences. 2019 Aug 14:1-7.

Ndlovu T, van Jaarsveld F, Caleb OJ. French and Mediterranean-style diets:
Contradictions, misconceptions and scientific facts-A review. Food research
international. 2019;116:840-58.

O’Callaghan-Sunol C, Gabai VL, Sherman MY. Hsp27 modulates p53 signaling and
suppresses cellular senescence. Cancer Res. 2007;67(24):11779-88.

Ohshima K, Inoue K, Fujiwara A, Hatakeyama K, Kanto K, Watanabe Y, vd. Let-7
microRNA family Is selectively secreted into the extracellular environment via

exosomes in a metastatic gastric cancer cell line. PLoS One. 2010;5(10):1-10.

Onay Ucar E, Sengelen A. Resveratrol and siRNA in combination reduces Hsp27
expression and induces caspase-3 activity in human glioblastoma cells. Cell Stress
Chaperones. 2019;24(4):763-75.

Pandey KB ve Rizvi SI. Anti-oxidative action of resveratrol: Implications for human

health. Arabian journal of chemistry. 2011;4(3):293-8.
67



Park EJ, Pezzuto JM. The pharmacology of resveratrol in animals and humans.
Biochim Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2015;1852(6):1071-113.

Patel KR, Brown VA, Jones DJL, Britton RG, Hemingway D, Miller AS, vd. Clinical
pharmacology of resveratrol and its metabolites in colorectal cancer patients. Cancer
Res. 2010;70(19):7392-9.

Patel KR, Scott E, Brown VA, Gescher AJ, Steward WP, Brown K. Clinical trials of
resveratrol. Ann N Y Acad Sci. 2011;1215(1):161-9.

Paul C., Manero F., Gonin S., Kretz-Remy C., Virot S., Arrigo A.P. Hsp27 as a
negative regulator of cytochrome C release. Molecular and Cellular Biology 2002; 22:
816-34.

Pistritto G, Trisciuoglio D, Ceci C, Alessia Garufi, D’Orazi G. Apoptosis as anticancer
mechanism: Function and dysfunction of its modulators and targeted therapeutic
strategies. Aging (Albany NY). 2016;8(4):603-19

Pozo-Guisado E, Merino JM, Mulero-Navarro S, Lorenzo-Benayas MJ, Centeno F,
Alvarez-Barrientos A, vd. Resveratrol-induced apoptosis in MCF-7 human breast
cancer cells involves a caspase-independent mechanism with downregulation of Bcl-
2 and NF-«xB. Int J Cancer. 2005;115(1):74-84.

Rahmanian N, Hosseinimehr SJ, Khalaj A. The paradox role of caspase cascade in
ionizing radiation therapy. J Biomed Sci. 2016;23(1):1-13.

Rauf A, Imran M, Suleria HA, Ahmad B, Peters DG, Mubarak MS. A comprehensive
review of thehealth perspectives of resveratrol. Food & function. 2017;8(12):4284-
305.

Rayess H, Wang MB, Srivatsan ES. Cellular senescence and tumor suppressor gene
pl6. International journal of cancer. 2012 Apr 15;130(8):1715-25.

68



Saiko P, Szakmary A, Jaeger W, Szekeres T. Resveratrol and its analogs: Defense
against cancer, coronary disease and neurodegenerative maladies or just a fad? Mutat
Res - Rev Mutat Res. 2008;658(1-2):68-94.

Sakanashi F, Shintani M, Tsuneyoshi M, Ohsaki H, Kamoshida S. Apoptosis,
necroptosis and autophagy in colorectal cancer: Associations with tumor
aggressiveness and p53 status. Pathol Res Pract. 2019;215(7):152425.

Sakthivel KM, Sehgal P. A novel role of lamins from genetic disease to cancer
biomarkers. Oncol Rev. 2016;10(2):65-71.

Sales JM, Resurreccion AV. Resveratrol in peanuts. Critical reviews in food science
and nutrition. 2014 Jan 1;54(6):734-70.

Shalini S, Dorstyn L, Dawar S, Kumar S. Old, new and emerging functions of
caspases. Cell Death Differ. 2015;22(4):526-39.

Shimi T, Butin-Israeli VV, Adam SA, Hamanaka RB, Goldman AE, Lucas CA, vd. The
role of nuclear lamin Bl in cell proliferation and senescence. Genes Dev.
2011;25(24):2579-93.

Siegel RL, Miller KD, Fedewa SA, Ahnen DJ, Meester RG, Barzi A, Jemal A.
Colorectal cancer facts and figures 2017-2019. CA Cancer J Clin. 2017;67(3):177-93.

Singh SK, Banerjee S, Acosta EP, Lillard JW, Singh R. Resveratrol induces cell cycle
arrest and apoptosis with docetaxel in prostate cancer cells via a p53/p21WAF1/CIP1
and p27KIP1 pathway. Oncotarget. 2017;8(10):17216-28.

Soleas GJ, Diamandis EP, Goldberg DM. Resveratrol: a molecule whose time has
come? And gone?. Clinical biochemistry. 1997;30(2):91-113.

Song M, Garrett WS, Chan AT. Nutrients, foods, and colorectal cancer prevention.
Gastroenterology. 2015;148(6):1244-60.

Sottile ML, Losinno AD, Fanelli MA, Cuello-Carrion FD, Montt-Guevara MM,
Vargas-Roig LM, Nadin SB. Hyperthermia effects on Hsp27 and Hsp72 associations

69



with  mismatch repair (MMR) proteins and cisplatin toxicity in MMR-
deficient/proficient colon cancer cell lines. International Journal of Hyperthermia.
2015 Jul 4;31(5):464-75.

Springer M, Moco S. Resveratrol and its human metabolites—effects on metabolic
health and obesity. Nutrients. 2019;11(1):1-17.

Stivala LA, Savio M, Carafoli F, Perucca P, Bianchi L, Maga G, Forti L, Pagnoni UM,
Albini A, Prosperi E, Vannini V. Specific structural determinants are responsible for
the antioxidant activity and the cell cycle effects of resveratrol. Journal of Biological
Chemistry. 2001;276(25):22586-94.

Stockert JC, Horobin RW, Colombo LL, Blazquez-Castro A. Tetrazolium salts and
formazan products in Cell Biology: Viability assessment, fluorescence imaging, and
labeling perspectives. Acta Histochem. 2018;120(3):159-67.

Svajger U, Jeras M. Anti-inflammatory effects of resveratrol and its potential use in
therapy of immune-mediated diseases. International reviews of immunology.
2012;31(3):202-22.

Thanikachalam K, Khan G. Colorectal cancer and nutrition. Nutrients. 2019;11(1).

Tili E, Michaille JJ, Alder H, Volinia S, Delmas D, Latruffe N, Croce CM. Resveratrol
modulates the levels of microRNAs targeting genes encoding tumor-suppressors and
effectors of TGFp signaling pathway in SW480 cells. Biochemical pharmacology.
2010;80(12):2057-65.

Trapani JA, Smyth MJ. Functional significance of the perforin/granzyme cell death
pathway. Nat Rev Immunol. 2002;2(10):735-47.
Valentovic MA. Evaluation of resveratrol in cancer patients and experimental models.

InAdvances in cancer research 2018;137:171-188. Academic Press.

70



Walle T, Hsieh F, DeLegge MH, Oatis JE, Walle UK. High absorption but very low
bioavailability of oral resveratrol in humans. Drug Metab Dispos. 2004;32(12):1377—
82.

Wang X., Wang D., Zhao Y. Effect and mechanism of resveratrol on the apoptosis of
lung adenocarcinoma cell line A549. Cell Biochem Biophys 2015; 73: 527-31.

Wei MC., Zong WX., Cheng EH., Lindsten T., Panoutsakopoulou V., Ross AJ., Roth
KA., MacGregor GR., Thompson CB., Korsmeyer SJ. Proapoptotic BAX and BAK: a
requisite gateway to mitochondrial dysfunction and death. Science 2001; 292: 727-30.

Weiskirchen S, Weiskirchen R. Resveratrol: how much wine do you have to drink to
stay healthy?. Advances in Nutrition. 2016;7(4):706-18.

World Cancer Research Fund Internatioal/American Institute for Cancer Research.
Continuous Update Project Report: Diet, Nutrition, Physical Activity and Colorectal

Cancer 2017. Avaible ar: wcrf.org/colorectal-cancer-2017.

Wu J, Liu T, Rios Z, Mei Q, Lin X, Cao S. Heat Shock Proteins and Cancer. Trends
Pharmacol Sci. 2017;38(3):226-56.

Yamashiro Y, Sasaki H, Ibaraki N, Nagai K, Kawakami Y, Yaguchi H, vd. Cyclin-
dependent kinase inhibitor p16 and p21 expression, and cell cycle change in human
lens epithelial cell line SRA 01/04 following contact inhibition in normal culture.
Ophthalmic Res. 2011;46(1):38-43.

Yang Q, Wang B, Zang W, Wang X, Liu Z, Li W, vd. Resveratrol inhibits the growth
of gastric cancer by inducing G1 phase arrest and senescence in a Sirtl-dependent
manner. PLoS One. 2013;8(11).

Yang S, Li W, Sun H, Wu B, Ji F, Sun T, Chang H, Shen P, Wang Y, Zhou D.
Resveratrol elicits anti-colorectal cancer effect by activating miR-34c-KITLG in vitro
and in vivo. BMC cancer. 2015;15(1):9609.

71



Yang Y, Paik JH, Cho D, Cho JA, Kim CW. Resveratrol induces the suppression of
tumor-derived CD4+ CD25+ regulatory T cells. International immunopharmacology.
2008;8(4):542-7.

Ye C, Wang J, Wu P, Li X, Chai Y. Prognostic role of cyclin B1 in solid tumors: A
meta-analysis. Oncotarget. 2017;8(2):2224-32.

Yeung AW, Aggarwal BB, Orhan IE, Horbanczuk OK, Barreca D, Battino M, Belwal
T, Bishayee A, Daglia M, Devkota HP, Echeverria J. Resveratrol, a popular dietary
supplement for human and animal health: Quantitative research literature analysis-a

review. Animal Science Papers and Reports 2019; 37 :2, 103-118

Yuan L, Alexander PB, Wang XF. Cellular senescence: from anti-cancer weapon to
anti-aging target. Sci China Life Sci. 2020;63(3):332-42.

Zamora-Ros R, Cayssials V, Jenab M, Rothwell JA, Fedirko V, Aleksandrova K,
Tjenneland A, Kyre C, Overvad K, Boutron-Ruault MC, Carbonnel F. Dietary intake
of total polyphenol and polyphenol classes and the risk of colorectal cancer in the
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) cohort.
European journal of epidemiology. 2018;33(11):1063-75.

Zhang H, Jia R, Wang C, Hu T, Wang F. Piceatannol promotes apoptosis via up-
regulation of microRNA-129 expression in colorectal cancer cell lines. Biochem
Biophys Res Commun. 2014;452(3):775-81.

Zhang H, Zhang X, Li X, Meng WB, Bai ZT, Rui SZ, vd. Effect of CCNBL. silencing
on cell cycle, senescence, and apoptosis through the p53 signaling pathway in
pancreatic cancer. J Cell Physiol. 2018;234(1):619-31

72



OZGECMIS

Ad1 Servet Soyadi Madencioglu
Dogum yeri | Lefkosa/Kibris Dogum 29.01.1990
Tarihi
Uyrugu KKTC Tel 05338551575
E-mail: servetmadencioglu@hotmail.com
servet.madencioglu@neu.edu.tr
Egitim Diizeyi Mezun Oldugu Okul Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk Y Yakin Dogu Universitesi | Halen
Yiiksek Lisans Yakim Dogu Universitesi | 2015
Lisans Yakin Dogu Universitesi | 2012
Lise 20 Temmuz Fen Lisesi 2007
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Yil-Y1l)

Arastirma Gorevlisi

Yakin Dogu Universitesi

8 y1l (2012-halen)

Yabanci Diller

Okudugunu

Anlama *

Konusma*

Yazma*

Ingilizce

73



mailto:servetmadencioglu@hotmail.com
mailto:servet.madencioglu@neu.edu.tr

74



3rd International Eurasian Conference on
Biological and Chemical Sciences
(EurasianBioChem 2020)

19-20 March 2020, Ankara, Turkey
www. EurasianBioChem.org

» ORAL PRESENTATION
Resveratroliin kolon kanserinde hiicre yaslanmas: ve apoptozu indiiklemesi
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Ozet
Giriy: Kolorektal kanser erkeklerde iigiincii, kadinlarda ise ikinci en yaygm kanser tiirii olup diinyadaki kanser insidansinin
%]10’undan fazlasim olusturmaktadir. Literatiir incelendiginde fitokimyasallarin kolon kanserinden koruyucu potansiyel etki
gosterdigi bildirilmektedir. Fitokimyasallardan resveratrol trans-3,54" trihidroksistilben kimyasal yapida olup stilbenoid
simfinda yer alan bir fitoaleksindir ve ¢opleme otu, iiziim kabugu, Rheum officinale Bail, Giziimsii meyveler, yer fistig,
Polygonum cuspidatum gibi bitkilerde ve sarapta bulunmaktadir. Giiglii bir antioksidan olan resveratroliin ¢esitli metabolik
yolaklan etkileyerek akciger, meme, kolon ve prostat kanseri gibi gesitli kanser tiirlerinin baglamasi ve ilerlemesini
durdurucu potansiyel etki gosterebildigi yonde arastirmalar mevcuttur. Calismanin amac: resveratroliin primer (Colo-320)
ve metastatik (Colo-741) kolon kanseri hiicrelerindeki apoptotik ve hiicre yaslanmas: {izerindeki etkilerinin belirlenmesidir.
Yintem ve Metod: Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde hiicre bilyiimesi ve sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak
belirlenmistir. Resveratroliin apoptotik ve hiicre yaslanmasimi indiikleyici aktivitesi immunositokimya yontemi ile test
edilmistir. Immiinositokimyada Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, Lamin Bl, pl6, siklin Bl daglmlan degerlendirilmigtir.
Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde GraphPad Prism 8 Statistical Software progranmi kullanilmistir.
Bulgular: MTT sonuglanna gére Colo-320 hiicresi igin 25 pg/ml, Colo-741 hiicresi ig¢in 10 pg/ml resveratrol daha etkili
bulunmugtur, Immiinositokimyasal boyama sonuglanna gore, Colo-320 hiicrelerinde Bax immiinoreaktivitesi resveratrol
uygulamasindan sonra artarken (p<0.05), Bcl-2 immiinoreaktivitisinde azalma gozlemlenmistir (p<0.01). Resveratrol
uygulamasindan sonra Colo-320 hiicrelerinde Hsp27, lamin Bl ve p16 immiinoreaktivitelerinde istatistiksel olarak anlamh
olmayan bir artig gdzlemlenmis (p>0.05) iken, Colo-741 hiicrelerinde anlamli bir artiy gézlemlenmigtir (p<0.01). Bununla
birlikte resveratrol uygulamasindan sonra Hsp27 immiinoreaktivitesi, Colo-320 hiicrelerinde Colo-741 hiicrelerine kiyasla
daha fazla bulunmugtur (p<0.01).
Sonug: Resveratrol hem primer hem de metastatik kolon kanseri hiicrelerinde hiicre canlih@im azaltu, ancak resveratrol
primer kanser hilcrelerinde mitokontrial yolak {izerinden apoptozu indilkklemede daha etkili oldugu bulunmustur,
Resveratroliin apoptotik ve hiicre siklusu tizerindeki etkileri hiicre tipine gore farkhihk gosterebilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Resveratrol, kolon kansert, apoptoz
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