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OZET

RESVERATROLUN HUCRESEL YASLANMANIN INDUKLENMESI VE
SIRTUINLERIN AKTiVASYONUNDA ROLUNUN iNSAN DERMAL
FIBROBLASTLARINDA ARASTIRILMASI

Ayten KILINCLI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Danismanlar: Yrd. Dog. Dr. Ozkan EREN, Yrd. Dog. Dr. Mehtap KILIC EREN
2013, 90 sayfa

Resveratroliin ¢esitli model organizmalarda (NAD)-bagimli histon deasetilaz ailesi
sirtiinlerin tiyesi olan Sirt1’ i aktive ederek yasam siiresini uzattigi bilinmektedir.
Ancak resveratroliin hiicresel diizeyde hiicre dongiisiinii durdurdugu, erken
yaslanmaya ve apoptozise yol actigr bilindigi i¢in yaslanmay1 engelleyici etkileri
tartismali hale gelmistir. Bu nedenle bu calismada, resveratroliin insan normal
dermal fibroblastlarinda (BJ) yaslanma iizerine olasi etkilerinin ve sirtiiinlerle olan
iligkisinin aragtirilmasi amacglanmistir. Resveratroliin 72 saatlik inkiibasyon
sonrasinda 25 uM’ dan itibaren BJ hiicre proliferasyonunu azalttigt WST-1 ve
BrdU testleriyle saptanmis ve Ki-67 immiin boyama yontemiyle de bu sonug
desteklenmistir. Resveratroliin 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda ise hiicresel
yaslanmay1 indiikledigi Sap-Gal boyamasi ile gdsterilmistir. Bunun yanisira
resveratroliin yiiksek konsantrasyonlarda (300 pM ) hiicre 6liimiine neden oldugu
TUNEL boyamasiyla belirlenmistir. Sirtl, 2, 3, 6 ve 7’ nin ifadelerinin Western
Blot yontemiyle analiz edilmesi sonucunda ise hiicresel yaslanmanin gorildigii
dozlarda Sirtl ve 2’ nin ifadesinde azalma oldugu ancak Sirt3, 6 ve 7’ nin
ifadelerinde ise degisiklik olmadig1 bulunmustur. Sonug olarak resveratroliin doza
ve zamana bagli olarak hiicresel yaslanmay: indiikledigi ve buna bagl olarak Sirt1

ve 2’ nin ifadelerinin azaldig1 bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Resveratrol, sirtliin, hiicresel yaslanma, insan dermal
fibroblastlar1 (BJ)






ix

ABSTRACT

ROLE OF RESVERATROL IN INDUCTION OF CELLULAR
SENESCENCE AND ACTIVATION OF SIRTUINS ON HUMAN DERMAL
FIBROBLASTS

Ayten KILINCLI

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisors: Yrd. Dog. Dr. Ozkan EREN, Yrd. Dog. Dr. Mehtap KILIC EREN
2013, 90 pages

In model organisms resveratrol extends lifespan via activating Sirtl which is a
member of NAD+ dependent histone deacetylase family, sirtuins. On the other
hand resveratrol also induces the cell cycle arrest and leads to premature
senescence and apoptosis in vitro that makes the inhibitory effects of resveratrol
on aging controversial. Thus, in this study the potential effects of resveratrol on
human normal skin fibroblasts and the relationship between resveratrol and
sirtuins were examined. As determined by WST-1 and BrdU tests, starting from 25
uM, resveratrol reduced cell viability. Ki-67 immunostaining results also
supported this finding. In addition, utilizing Saf-Gal staining it was found that
resveratrol induced cellular senescence at 25, 50 and 100 puM concentrations.
Accordingly, resveratrol caused cell death / apoptosis at high concentratitons such
as 300 uM as determined by TUNEL staining. To answer the question whether
resveratrol activates sirtuin expression or not, expression of Sirtl, 2, 3, 6 and 7
were examined. As shown by WB analysis at concentrations where resveratrol
induced cellular senescence the expression of Sirtl and 2 were decreased whereas
Sirt3, 6 and 7 did not change. Hence, this study shows that resveratrol induced
cellular senescence in a time and dose dependent manner and accordingly reduced

the expression of Sirtl and 2.

Key Words: Resveratrol, sirtuins, cellular senescence, human normal dermal
fibroblasts (BJ)
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1. GIRIS
1.1. Resveratrol
1.1.1. Resveratrol Hakkinda Genel Bilgiler

Resveratrol, ilk olarak 1940 yilinda Melanthiaceae (Dokuztepeligiller)
familyasinda yer alan ve bilim diinyasina Veratrum album L. var. grandiflora
Maxim. ex Miq. olarak tanmitildig1 i¢in beyaz ¢opleme olarak da bilinen bitkinin
koklerinden izole edilmistir. Bu bitkinin glinlimiizde gecerli adi1 Veratrum
grandiflorum (Maxim. ex Miq.) O. Loes’ dir (Sekil 1.a). Sekil 1. b’ de molekiiler
yapis1 verilen resveratroliin o zamandan beri ¢ok sayida cinse ait 70’ den fazla
bitki tiirtinden ekstraktlart yapilmistir. Festuca spp. (Yumak), Picea spp. (Ladin),
Arachis hypogaea L. (Yerfistig1), Cassia spp. (Sinameki) Gnetum montanum
Markgr., Vaccinium myrtillus L. (Yaban Mersini) basta olmak {izere tiim
Vaccinum cinsine ait tiirler, Nothofagus spp. (Giiney Kayini), Artocarpus spp.,
Bulbophyllum triste Rchb. f., Morus spp. (Dut), Rheum rhaponticum L., Pinus
sylvestris L. (Sarigam), Scilla nervosa Jessop, Fallopia japonica (Houtt.) Ronse
Decr. (= Polygonum cuspidatum Siebold & Zucc.), Vitis vinifera L. (Uziim)
resveratroliin oziitlendigi bitki taksonlarindan bazilaridir (Aggarwal vd., 2004;
Gupta vd., 2011). Resveratroliin en bol bulundugu bitkiler sarap yapiminda
kullanilan Vitis vinifera, V. labrusca ve V. rotundifolia tiirleridir (Fremont, 2000).
Resveratrol asmanin kokiinde, tohumunda ve saplarinda bulunsa da 1 gram
kabukta 50-100 ug olmak iizere en fazla meyve kabugunda bulunmaktadir (Jang
vd., 1997; Sato vd., 1997). Uziim ve sarapta bulunan resveratrol miktarlari

Cizelge 1.1’ de verilmistir.



Sekil 1.a. Veratrum grandiflorum (Maxim. ex Miq.) O. Loes (Sichuan ve Shan,
2004)

HO

Ho' Resveratrol

Sekil 1.b. Resveratroliin molekiiler yapisi (Aggarwal vd., 2004)



Cizelge 1.1. Resveratroliin iiziim ve saraplarda bulunma miktar1 (Giovinazzo vd.,

2012)
Kirmizx ) Kirmiz1 Beyaz Kirmiz1
Uziim Uziim Suyu Sarap Sarap
Resveratrol 1.5-7.8 1.14-8.69 0.05-1.8 1.98-7.13

ng/'g mg/L mg/L mg/L

Resveratrol (3,5,4’ —trihidroksistilben) enfeksiyon onleyici, anti-oksidan, anti-
inflamatuar, anti-proliferatif, antitiimodral etkilerle birlikte ¢esitli biyokimyasal ve
fizyolojik etkilere sahip dogal bir polifenoldiir (Shakibaei vd., 2009; Yu vd.,
2012). Polifenoller, antioksidan olarak insan viicudundaki c¢esitli nedenlerle
olugsmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica oksidatif
stresi azaltmalarindan dolay1 kardiyovaskiiler hastalik ve kanser riskini de
azalttiklart bilinmektedir (Abdulla vd., 2013). Dogal bir polifenol olan
resveratroliin de kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, tip 2 diyabet ve norolojik
hastaliklar gibi yas ile ilgili hastaliklarda yararl etkilere sahip oldugunun yapilan
caligmalarla gosterilmesi biiylik ilgi gdrmiistiir (Yu vd., 2012). Ayrica resveratrol
bitkiler tarafindan mikrobik, fungal, fiziksel uyaranlara karsi iiretilen

antimikrobiyal ve antifungal etkili bir birlesiktir yani fitoaleksindir (Yu vd., 2012).
1.1.2. Resveratroliin Dogal ve Sentetik Tiirevleri

Resveratrol, bitki polifenollerinin polihidroksistilben alt sinifina aittir. Stilben’ ler
bitkilerde bulunan biyoaktif birlesiklerin bir grubudur. Stilbenlerin yalnizca
birkagima (trans resveratrol ve onun dogal glikoziti trans-piceid) insan diyetinde
rastlanmistir. Bunlarin yapisi, bir ¢ift bag ile ayrilmis, kompakt bir halka yapist
olusturacak bir izopropilen grubu yoluyla baglanmis iki benzen halkasi ile
karakterize edilir (Kasiotis vd., 2013). Resveratroliin diger formlari ise cis formu
ve resveratroliin diger tiirevlerinden olan piseatannol ve astringindir. Bu formlar
dogal olarak meydana gelmistir. Resveratroliin biyolojik aktivitelerinin ¢ogu ise
Sekil 1.2 de gosterilen trans formuna atfedilmistir (Quideau vd., 2012).
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Sekil 1.2. Resveratol ve resveratrol ile iliskili polihidroksisitilbenler (Quideau vd.,
2012)

1.2. Hiicresel Yaslanma (Senesens)

Yaslanma, hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda fonksiyonlarin giderek
azaldigr olduk¢a karmasik bir siliregtir. Canli organizmanin biiylime ve
gelismesinde zamanla meydana gelen hasarlarin toplami ve fonksiyonel agidan

yeteneklerinin azalmasidir.

Hiicresel senesens ise, ilk olarak in vitro kosullarda kiiltive edilen diploid
fibroblastlarda replikasyon tiikenmisligi sonucunda ortaya ¢ikan, hiicre
boliinmesinin durdurulmasi durumu olarak tanimlanmis ve in vitro bir fenomen
oldugu diislinlilmiigtiir. Sonralar1 bunun memeli hiicrelerinde her boliinmede
telomerin erozyona ugramasi sonucu, DNA’ da olusan ¢ift sarmal hasariyla
indiiklenen, hiicre siklusunun G1 fazinda geri doniisiimsiiz durdurulmasi durumu
oldugu ortaya cikarilmig ve literatiirde replikatif senesens olarak yerini almistir.
Replikatif senesens memeli hiicrelerinde ve organizmada dokularin dengesinin
korunmasinda, hiicresel yasglanma ve kanserde énemli rol oynar (Kilic Eren, 2012).
Yaslanan hiicreler replikasyon yeteneklerini kaybetmis olsalar da canli ve
metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Uzun siire hayatta kalirlar ve apoptozise
direnirler (Blagosklonny, 2012). Bu hiicrelerde ayn1 zamanda yaslanma ile iligkili

beta galaktozidaz enzim aktivitesinin arttigt goriiliir. Yaslanan hiicreler B-



galaktozidaz aktivitesi i¢in pozitiftir ve morfolojik olarak basik, genislemis, daha
graniiler bir yapt gosteren hiicrelere doniismektedir (Lou ve Chen, 2006). Sekil
1.3’ de yapilan Sap-Gal boyamasi sonucu elde edilen goriintiilerle senesens
karakteristikleri gosterilmistir.

Telomer Kayb y
B f
- \
/ |
o l i
=3 YASLANMA (% |
. . L
. Replikatif senesens » 4 \
Morfolojik Degisiklikler G1'de tutuklanma
Genisleme, diizlesme, BrdU inkorporasyonu yok
seffaflasma, graniillii goriiniim (DNA sentezi yok)

Scnesens B-galaktozidaz
Lizozomal B-galaktozidaz aktivitesi
artisi (sitoplazmik mavi boyama)

Sekil 1.3. Senesensin karakteristikleri

Gliniimiizde ise senesensin hiicrede telomer diginda, oksidatif hasar, DNA hasari,
anormal onkogen aktivasyonu veya timor supresdr gen inaktivasyonu ya da
mitojenik stimiilasyona karsi koruyucu bir cevap ve bir tiimor supresér mekanizma
olarak da geng hiicrelerde prematiire olarak aktive oldugu bilinmektedir (Kilic ve
Schmittca, 2008). Prematiire senesens ise gen¢ hiicrelerde hiicrelerin bdliinme
yetenegini g¢esitli stres kosullarinda (DNA hasar1 yaratan ajanlar, oksidatif stres,
belirli onkogenlerin aktivasyonu timor supresdr gen inaktivasyonu, mitogenik

stimiilasyon, gibi) kaybetmesi ile meydana gelen hiicre yaglanmasi siirecidir.

Hiicresel yaslanma, yaglanma siirecinin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasi

i¢in birgok ¢aligmada hiicresel model olarak kullanilmistir (Chen vd., 2007).
1.2.1. Geri Déniisiimsiiz Hiicre Siklusunun Durdurulmasi

Yaslanmakta olan hiicrelerin biiyiimelerinin durdurulmasi ¢ogunlukla G1 fazinda
meydana gelir. Hiicre siklusu inhibitorlerinin artmis ifadesi ile siklinler ve



transkripsiyon faktorleri gibi hiicre siklusunun ilerlemesi igin gerekli olan hiicre
siklusu regiilatorlerinin azalmig ifadesi bu duruma eslik eder. Sikline bagimli kinaz
inhibitorleri p21 ve pl6, yaslanma ve yaslanma ile baglantili hastaliklar konusunda
olduk¢a onemli rol oynarlar. Retinoblastoma proteini (pRB) G1’ deki hiicre
siklusu ilerleyisinde blok olusturmak tizere hipofosforillenmis aktif sathasinda
koruyan sikline bagimli kinazlar1 inaktive etmek iizere fonksiyon gosterir
(Martinsson vd., 2005; Park vd., 2012).

1.2.2. Yaslanma Sirasinda Kromatin Modifikasyonu

Kromatin yagla baglantili olarak yeniden modellenir. Metilasyonda genom
boyunca azalma olsa da genomun spesifik bolgelerindeki metilasyonda ayni
zamanda bir artis vardir. Bu durum, genlerin 6ncili bolgelerinden olusan DNA
iizerindeki CG’ de meydana gelir. Histonlar da yas ile birlikte deasetilasyon
yoluyla modifiye olurlar. Kromatinde yasllikla iligkili heterokromatin odag1 adi
verilen 6zel bolgeler yaratirlar. Genellikle bu tiir modifikasyon, proliferasyonun,
yaslanan hiicrelerde tetiklendigi ve proliferasyonu destekleyen genlerle baglanti
bolgelerin sessizlesmesine neden olan ve yaslanmaya bagli proliferasyonun
durdurulmasina katkida bulundugu durumlar da gériiliir (Di Bernardo vd., 2012).

1.2.3. Yaslanmada Molekiiler Mekanizmalar

Farkli uyaranlar yaslanma tepkisini indiikleyebilseler de hemen hepsi yaslanma
tepkisini meydana getiren ve koruyan bir ya da farkli iki yola dogru
yonelmektedirler. Bunlar p53 ve pRB adi verilen tiimor baskilayici proteinler
tarafindan yuritilmektedir.

1.2.3.1. P53 yolu

P53’ iin DNA hasarina karsi olusan hiicresel yanitta dnemli bir rol oynadigi ¢ok iyi
bilinmektedir. Telomerlerin yipranmasi p53 artisini tetiklediginden, ayn1 zamanda
yaslanma tepkisinde de dnemli bir aract oldugu da ortaya ¢ikarilmistir (Tasaki vd.,
2012; Senturk ve Manfredi, 2013). Normal hiicreler i¢indeki onkogenlerin uygun
olmayan bigimlerde aktivasyonu, p53 aktivasyonu yoluyla erken yaslanmay1
hiicresel koruyucu tiimor baskilayici cevap olarak indiikler (Walerych vd., 2012).



1.2.3.2. pRB yolu

Baz1 hiicrelerde tek basmma p53 aktivasyonunun, yaslanma fenotipini geri
dondiirmede yetersiz oldugu goriillmektedir. Farki yaratan nokta pl6 ifadesinin
varlig1 ya da yoklugudur. Stres p16 ifadesini arttirirken sonug olarak ortaya ¢ikan
pRB artisinin kromatinin yeniden organize olmasina yardim ettigi ve bu durumun
hiicre siklusu regiilatorlerini kodlayan genin yaslanma ile baglantili replikatif
inhibisyonu ile sonuglandigi bilinmektedir (Mackenzie Ross vd., 2012; Mijovic
vd., 2013).

1.2.3.3. Sirtiiinler

Hiicreyi yaslanma baglantili fonksiyon azalmasindan korumada oOnemli rol
oynayan bir protein sinifit da sirtiiinlerdir. Sirtiiinlerin NAD+-bagl deasetilaz ve
ADP-riboziltransferaz aktivitesine sahip olan bir protein simifi oldugu
bilinmektedir. Memelilerde, hiicre iginde farkli yerlerde lokalize olan 7 tane
sirtiiin bulunmaktadir (Haigis ve Sinclair, 2010).

Sirtl, Sirt2, Sirt3 ve Sirt5 NAD-bagh deasetilaz, Sirt4 ve Sirt6 ADP-ribozil
transferaz aktivitesine sahiptir. Sirt7 igin heniiz higbir enzimatik aktivite
tamimlanmamistir  (Yu vd., 2009). Sirtiiinin aracilik ettigi deasetilasyon
reaksiyonu, lizin deasetilasyonunu NAD hidrolizi ile birlestirir. Bu hidroliz sirtiiin

aktivitesi inhibitorii olan nikotinamid iiriiniinii meydana getirir.

Yapilan ¢aligmalarda Sir2 geninin, genom instabilitesini bastirarak yagsam stiresini
uzattigr bildirilmistir (Kaeberlein vd., 1999). Sir2, Saccharomyces cerevisiae ve
Caenorhabditis elegans gibi birgok tiirde organizmanin yasam dongiisiinii
diizenledigi bilinen NAD-bagli histon deasetilazdir (Michishita vd., 2005).
Saccharomyces cerevisiae, Sir2 geninin ilk olarak tanimlandigi dkaryot modelidir
(Horio vd., 2011). Memelilerde sirtiiin olarak bilinen Sir2 benzeri genler
bakteriler, bitkiler ve hayvanlar gibi bir¢ok organizmada bulunmaktadir. Sir2 ve
memeli sirtiiinleri memeli ve maya hiicrelerinde ortak olan birgok fizyolojik
fonksiyonu etkilemektedir (Horio vd., 2011). Sir2 ve memeli sirtiiinlerinin ortak
fonksiyonlar1 Sekil 1.4’ te gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Sir2 ve memeli sirtiiinlerinin ortak fonksiyonlar1 (Horio vd., 2011)

Memeli sirtiiinleri arasinda Sir2 proteinine en yakin homolog olarak gosterilen Sirt
1’ dir (Yu vd., 2009). Sirtl niikleus, Sirt2 sitoplazmada, Sirt3, Sirt4 ve Sirt5
mitokondride, Sirt3 ise hem niikleus hem mitokondride bulunur. Sirt6 ve Sirt7 ise
niikkleer sirtiiinlerdir (Yamamoto vd., 2007). Sirtiiinler, bulunduklar1 yerler ve
biyolojik fonksiyonlar Cizelge 1.2” de verilmistir.

Cizelge 1.2. Sirtliinlerin bulundugu yer ve fonksiyonlar1 (Haigis ve Sinclair, 2010)

Sirtiiin | Bulundugu Yer Fonksiyonlar:

Sirtl Niikleus Metabolizma, Stres

Sirt2 Sitoplazma Hiicre Dongiisii

Sirt3 Mitokondri Termogenezis, ATP Uretimi
Sirt4 Mitokondri Insiilin Sekresyonu

Sirt5 Mitokondri Ure Déngiisii

Sirt6 Niikleus DNA Onarimi, Metabolizma
Sirt7 Niikleolus rRNA Transkripsiyonu

Memeli sirtiiinlerinin DNA onarimi, metabolik regiilasyon, yaslanma ile ilgili
hastaliklar ve diger bir¢ok konuda rolii oldugu bilinmektedir (Finkel vd., 2009).



Cizelge 1.2° de goriildiigii gibi Sirt2 sitoplazmik bir proteindir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda Sirt2’ nin memeli hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol aldig:
gosterilmistir. Sirt2 proteinin seviyesi hiicre dongiisiiniin mitotik faz1 boyunca artig
gostermis ve ifadesinde goriilen asir artisin mitozun gecikmesine neden oldugu
bildirilmistir (Haigis ve Guarente, 2009).

Sirt3, memeli hiicrelerinin mitokondrisinde lokalize oldugu gosterilen ilk
sirtliindir. Mitokondriyal matrikste bulunmaktadir. Sirt3, tiibiilin ve histon
peptidleri gibi birgok subsuratin deasetilasyonundan sorumludur. Son zamanlarda
yapilan galigamalarla Sirt3’ {in biyolojik fonksiyonu aydinlatilmaya ¢aligilmaktadir
(Bause ve Haigis, 2012; Brown vd., 2013). Sirt3’ {in mitokondriyal fonksiyonlari
regiile ettigi de bildirilmistir (Haigis ve Guarente, 2009).

Sirt6 ise niikleer bir protein olup, cogunlukla fare dokularinda ifade edilmektedir.
Sirt6, DNA onariminda gorev almaktadir (Jia vd., 2012).

Sirt7’nin insan hiicrelerinde niikleolusta yer aldig1 ve rRNA transkripsiyonunda rol
oynadigi bilinmektedir. Dalak, karaciger ve testislerde bol miktarda bulunmaktadir
(Li ve Bhatia, 2013). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda Sirt7’ nin hiicresel
bliyiime ve metabolizmay1 regiile ettigi ve Sirt7’ deki asirn1 artisin tRNA
transkripsiyonunu arttirdigi bildirilmistir (Tsai vd., 2012).

Resveratroliin  Sir2 ailesi deasetilaz aktivitesini aktive etme yetenegi son
zamanlarda biiylik ilgi uyandirmistir. Yapilan c¢alismalarda resveratroliin Sirtl,
Sirt3 ve Sirt7’ yi aktive ettigi gosterilmistir (Yu vd., 2009). Resveratroliin,
Ozellikle ¢esitli model organizmalarda Sirtl’ i aktive ederek yasam siiresini
uzattif1 bilinmektedir. Ancak resveratroliin hiicresel diizeyde hiicre dongiisiinii
durdurdugu, erken yaslanmaya ve apoptozise yol agtigi bilindigi i¢in yaslanmay1
engelleyici etkileri tartismali hale gelmistir. Bu ¢alismada resveratroliin insan
normal dermal fibroblastlarinda (BJ) yaslanma {izerine olasi etkilerinin ve

sirtiiinlerle olan iligkisinin arastirilmasi1 amag¢lanmgtir.
Yapilan bu ¢alismada;

1) Resveratroliin hiicresel yaslanmanin indiiklenmesi ve sirtliinlerle olan
iligkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla in vitro hiicre kiiltiirii yontemi ve
insan normal dermal fibroblastlar1 (BJ) kullanilmusgtir.
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2)

3)

4)

Resveratroliin BJ fibroblastlarinda hiicre canliligi ve metabolik aktivite
iizerine etkisi WST-1 testi kullanilarak, proliferasyon iizerine etkisi BrdU
testi ve Ki-67 immiin boyama yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Resveratroliin insan normal dermal fibroblastlarinda yaslanma tizerindeki
etkilerini test etmek amaciyla Saf-Gal boyama yontemi, ayrica hiicrelerde
apoptozisin indiiklenmesine neden olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
ise TUNEL boyama yontemi kullanilmustir.

Resveratroliin insan normal dermal fibroblastlarinda yaglanma {izerinde
olasi etkilerinin sirtiiinlerle iliskisinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla Sirtl, 2,
3, 6 ve 7 proteinlerinin ifadeleri Western Blot yontemiyle analiz edilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Resveratroliin Anti-Oksidan EtKisi

Resveratroliin anti-oksidan aktivitesini aydinlatmak amaciyla Jang ve Surh (2001)
tarafindan gercgeklestirilen calismada rat, PC12 hiicrelerinde hidrojen peroksit
indiiklii oksidatif stres ve apoptotik hiicre Oliimii arastirilmistir. Hiicreler
resveratrol ile muamale edilmeden 6nce ve edildikten sonra hidrojen peroksit
indiklii sitotoksisite, DNA fragmantasyonu, ROS’ un hiicre igindeki birikimi
Olciilmiistiir. Sonugta resveratroliin reaktif oksijen parcalariin hiicre icinde
birikmesinin ve hidrojen peroksit indiiklii sitotoksisitenin azaltilmas1 araciligiyla
oksidatif stresi engelledigi bildirilmistir. PC12 hiicrelerinde resveratroliin oksidatif
stres ile hiicrelerde olusan apoptozisi azalttigi izlenmistir (Jang ve Surh, 2001).
Resveratroliin hiicre i¢i ve hiicre digt ROS iiretimini inhibe ettigi de gosterilmistir.
(Jang ve Surh, 2001; He vd., 2010). Resveratroliin ayrica lipidleri peroksit
degredasyonundan korudugu bildirilmistir (Bhavnani vd., 2001; Franco vd., 2010).
Resveratroliin lipit peroksidasyonunu oOnlemede vitamin E ve vitamin C ile
kargilagtirildiginda % 95 oraninda daha etkili oldugu ve hiicre igerisindeki
molekiilleri hedef alarak hiicre canliligini siirdiirdiigii ve oksidasyonu inhibe ettigi
bildirilmistir (Stojanovic vd., 2001).

Ryan vd. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada resveratroliin yasa ve egzersize bagl
oksidatif hasar1 ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu azalttig1 gdsterilmistir.
Bahse konu ¢alismada, 3 aylik ve 27 aylik fareler 10 giin boyunca % 0.05 trans-
resveratrol igeren diyete almmuslardir. 7 giin sonunda farelerin bacaklarindan
elektriksel akim verilerek kaslara egzersiz yaptirilmistir. Calisma sonunda yagh
farelerin egzersiz yaptirilan kaslarinda resveratroliin lipit oksidasyonundaki artisi
engelledigi, katalaz aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir (Ryan vd., 2010). Yau
vd. (2010) tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢aligmada ise iilseratif kolite sahip
farelerde sodyum siilfat indiikli oksidatif hasara karsi resveratroliin rolii
aragtirilmistir. Farelere 7 giin boyunca oral yolla sodyum siilfat verilmistir.
Resveratrol ile muamele edilen gruplarin inhibitér etkileri ve histolojik
degisiklikler giinliik olarak hastalik aktivite indeksi dlglilerek belirlenmistir. Kolon
dokusunda MDA, MPO, SOD and GSH-PX aktivite degerleri kimyasal
kolorimetre ile belirlenmistir. Resveratrol verilen grupta sodyum siilfatin etkisinin
inhibe oldugu bildirilmistir. Ayrica resveratrol ile muamele edilen kolon
dokusunda MDA ve MPO degerlerinde azalma gdzlenmistir. SOD ve GSH-Px
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ifadelerinde artig, TNF-a, IL-8, IFN-y, p22phox ve gp91phox ifadelerinde azalma
saptandig1 bildirilmistir. Sonug¢ olarak resveratroliin sodyum siilfat indiiklii
oksidatif hasarin onlenmesinde 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Yao vd.,
2010).

2.2. Resveratroliin Anti-inflamatuar Etkisi

Resveratroliin inflamasyon karsit1 etkisinin doku hasar ve hiicresel proliferasyonu
baskiladigi ve cilt yapisinin korunmasinda 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir
(De La Lastra ve Villegas, 2005). Ayrica yapilan bircok c¢alismada resveratroliin
anti-inflamatuar 6zellik gosterdigi ve bu etkiyi notrofil, monosit ve makrofajlarda
ROS’ un inhibisyonuna neden olarak yaptig1 bildirilmistir (Martinez ve Moreno,
2000). Makrofajlardan ve lenfositlerden gesitli sitokinlerin saliniminin resveratrol
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Feng vd., 2002).

RAW264.7 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada resveratroliin makrofajlarda LPS
indiikli TNF-a ve IL-6 iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir. Yani resveratroliin
inflamasyon karsit1 bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Kang vd., 2010).

Resveratroliin, son zamanlarda timorlerde ve inflamatuar hastaliklarda 6nemli bir
rolii oldugu gosterilen COX-2’ nin (Malhotra vd., 2011) enzim aktivitesini inhibe
ederek PGE2 sentezini durdurdugu bildirilmigtir (Subbaramaiah vd., 1998;
Cianciulli vd., 2012). Resveratroliin TNFa, IL-6, IL-8, COX-2’ nin ifadesini hiicre
ici Ca*™ nin seviyesindeki ve hiicre dist ERK Y seviyesindeki azalma araciligiyla
baskilamakta oldugu bildirilmistir. AP-1 ise hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonunu da igeren bazi genlerin ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. Resveratroliin hiicre farklilagmasi ve proliferasyonunu da igeren bazi
genlerin ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olan AP-1’ in de TNF
indiikli aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Manna vd., 2000; Kim vd.,
2006). 3T3 hiicreleri ile yapilan diger bir ¢aligmada resveratrol ile aktive edilen
Sirtl” in TNF-a indiiklii inflamasyonu inhibe ettigi rapor edilmistir (Zhu vd.,
2011). Resveratrol ile mumale edilen ratlarda anti-inflamatuar etkilere bakilan
diger bir calismada ise MPO, TNF-a, IL-6 and ICAM-1 gibi inflamatuar
parametrelerinde azalma oldugu, IL-10 anti-inflamatuar parametrelerinde ise artig
oldugu bildirilmistir (Orsu vd., 2013).
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2.3. Resveratroliin Anti-Proliferatif ve Sitotoksik Etkisi

Schneider vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada kolon kanseri hiicrelerinde 25
UM resveratroliin proliferasyonda % 70 oraninda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Ayrica resveratroliin herhangi bir sitotoksik ve apoptotik etkiye
sahip olmadig1 rapor edilmistir (Schneider vd., 2000). Insan servikal tiimor kanser
hiicre dizilerinde yapilan bagka bir ¢alismada hiicreler 24 saat 25 pM resveratrol
ile muamele edildikten sonra BrdU testi yapilarak proliferasyonda azalma
meydana geldigi rapor edilmistir (Zoberi vd., 2002). Rahman vd. (2012)
tarafindan Rat noroblastoma hiicreleri kullanilarak yapilan ¢alismada resveratroliin
bu hiicrelerde doza ve zamana bagli olarak hiicre igerisindeki sitotoksisiteyi
arttirdigr bildirilmistir. Calismada 20 uM resveratrol ile hiicreler 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Ayrica hiicrelerin resveratrol ile muamelesi hiicre dongiisiiniin S
fazinda durmasina ve BrdU pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur
(Rahman vd., 2012). Fang vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 0-50 pM
resveratroliin prostat kanser hiicrelerinde (PC-3) 24 saat sonunda proliferasyonda
azalmaya neden oldugu Quick Cell Proliferation Assay Kit kullanilarak
belirlenmistir (Fang vd., 2012).

2.4. Resveratroliin Anti-Kanser ve Apoptotik Etkisi

Jang vd. (1997) tarafindan resveratroliin anti-kanser potansiyeli hakkinda
yayinlanan ilk makaleden beri bu molekiil kanser aragtirmacilari tarafindan biiyiik
ilgi gormiistir (Jang vd., 1997). Resveratroliin anti-kanser aktivitesi timor
hiicrelerinin  hiicre dongiisii siireci, proliferasyonu, apoptozisi, metastazi,
anjiyogenezi ve invazyonunu diizenleyen g¢esitli hiicre sinyal molekiillerinin
modiilasyonu araciligi ile olmaktadir. Resveratroliin kemoterapiye direng
mekanizmalarinin  Gistesinden gelerek kemoterapotik ajanlara karst  direncli
hiicreleri duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Gupta vd., 2011). Bazi tiimor
hiicrelerinde ise resveratroliin kansere karsi koruyucu olarak gorev yaptigi
bilinmektedir. Birgok anti-timor terapisi i¢in apoptozisin indiiklenmesi anahtar bir
mekanizmadir.  Resveratrol, kiiltiire edilmis kanser hiicre dizilerinde
antiproliferatif 6zellige sahiptir ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptozisin
indiiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fakat apoptozis-indiiklii etkileri farkli
timor hiicrelerinde farklilik gostermektedir (Bai vd., 2010). Ayrica resveratroliin
prostat kanseri ve kolon kanserinde p53-bagimli apoptozise araci oldugu
bildirilmistir (Gatouillat vd., 2010). Liao vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada
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Huh-7 karsinom hiicrelerinde 25 upM resveratrol hiicre dongiisiiniin
durdurulmasina ve apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Liao vd., 2010). K562
hiicrelerinde resveratrol ile aktive olan PKC ve ERK1/2 p53 fosforilasyonu ve
apoptozise neden oldugu rapor edilmistir (Chakraborty vd., 2008; Can vd., 2012).
Resveratroliin anti-apoptotik ve anti-kanser etkisini gérmek amaciyla yapilan
bagka bir calismada pankreatik kanser hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerde
yiikksek dozda resveratrol radyasyonla kombine edilince Annexin V ile dlgiilen
apoptoziste ve ROS’ da artis oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada resveratroliin
tek basina ROS aktivitesinde degisiklige neden olmadigi da rapor edilmistir (Sun
vd., 2008).

0-50 puM resveratroliin akciger kanser hiicrelerinde doza bagli olarak
proliferasyonda azalma oldugu ve 100-200 puM resveratroliin akciger kanser
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda 20, 50 ve 100
uM  konsantrasyonlarda p21 ifadesinde artis oldugu bu konsantrasyonlarda
senesensin indiiklendigi belirlenmistir (Luo vd., 2013). Yapilan bu g¢aligmadan
elde edilen sonuglar resveratroliin anti-kanser etkilerinin prematiire senesensin

indiiksiyonu yoluyla olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.5. Resveratroliin Yaslanma Karsit1 Etkisi ve Sirtiiinlerle iliskisi

Resveratroliin yaslanma karsiti etkisinin insiilin hassasiyetini, sirtiiin genlerinin
enzimatik aktivitesini, mitokondri sayisini arttirici etkisi ve anti-oksidan etkisi ile
gerceklestirdigi bilinmektedir. Bu zamana kadar birgok arastirmaci tarafindan
resveratroliin yasam siiresinin uzamasina etki ettigi rapor edilmistir (Van Der
Horst ve Burgering, 2007; Agarwal ve Baur, 2011; Hector vd., 2012; Quideau vd.,
2012). Resveratroliin Saccharomyces cerevisiae’ de yasam siiresini maksimum
seviyede arttirdig1 bildirilmistir (Howitz vd., 2003). Daha sonra bir nematod olan
Caenorhabditis elegans, meyve sinegi Drosophila melanogaster ve bal aris1 Apis
melliferada da aymi bulguya rastlanmigtir (Bauer vd., 2004). Son zamanlarda
yapilan c¢aligmalarda ise kalori kisitlamasi ve resveratroliin yaslanma karsiti
etkileri ilizerinde yogunlagilmistir. Yapilan ¢aligmalarda kalori kisitlamasinin pek
cok tirde yararli etkilere sahip oldugu, bu etkilerden en Onemlisinin ortalama
yasam siiresini ve omiir uzunlugunu arttirdigi bildirilmistir. Ayrica resveratroliin
Sirtl” i aktive etme yetenegi yaslanma karsiti etkisiyle bagdastinlmistir (Guo,
2011)
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Resveratroliin NAD" bagimli histon deasetilaz olan sirtiiinleri aktive etme yetenegi
ile ilgili bu zamana kadar bir¢ok caligma yapilmistir (Borra vd., 2005; Kao vd.,
2010; Vetterli ve Maechler, 2011; Lakshminarasimhan vd., 2013). Hu vd. (2011)
tarafindan yapilan caligmada resveratroliin Sirtl” i1 aktive etmesi AMPK
fosforilasyonunu arttirmasryla iliskilendirilmistir. Resveratroliin yararl etkilerinin
AMPK aktivasyonuna bagl olabilecegi bildirilmistir. Ayrica Sirtl’ in resveratrol
ve kalori kisitlamasi ile aktive edilen bir sirtiiin oldugu ve saglik, uzun omiir
acisindan yararl etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Hu vd., 2011). Sirtl
ifadesinin farelerde % 100 kalori kisitlamasiyla (Rodgers vd., 2005), ratlarda % 40
kalori kisitlamasiyla (Cohen vd., 2004) insanlarda % 25 kalori kisitlamasiyla
(Civitarese vd., 2007) indiiklendigi rapor edilmistir.

Yuan vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, 1, 5, 20 uM resveratrol eklenen
mezenkimal kok hiicrelerinde 8 giin sonunda hiicre proliferayonunda azalma
oldugu yapilan BrdU analizi ile belirlenmistir. 100 pM resveratrol eklenen
hiicrelerde Sirtl ifadesi susturulduktan sonra hiicreler 40 giin boyunca kiiltlire
almmis ve her giin Sap-gal aktivitesi takip edilmistir. Hiicrelerin Sirtl ifadesinin
susturuldugu 17. ve 18. pasajlarda Saf-gal aktivitesinde artis gézlenmistir. Ayrica
bu ¢aligmada resveratroliin Sirtl, 3, 4, 7° yi aktive ederek oksidatif stres indiiklii
apoptozisten kardiyomiyositleri korudugu ve bu hiicrelerin sag kaliminda 6nemli
rol oynadigi bildirilmistir.

Nakayama vd. (2010) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, 10, 50, 100, 200 uM
resveratrol ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen romatoid artrit sinoviyal
hiicrelerinde resveratroliin hiicre canliligin1 azalttigi yapilan MTT analizi ile
belirlenmistir. Bahse konu ¢alismada resveratroliin TUNEL-pozitif hiicre sayisini
arttirdigi ve 100 uM resveratrol ile 20-60 dk. muamele edilen hiicrelerde Sirtl’ in
ifadesinde artig oldugu bildirilmistir. Ayrica ayni ¢aligmada resveratroliin caspase-

3 ve caspase-9 aktivitesini de arttirdigi bildirilmistir.

Wang vd. (2008) tarafindan yapilan calismada, Sirtl ekspresyonunun normal
hiicrelerle karsilagtirildiklarinda glioblastom, mesane kanseri, prostat kanseri,
meme kanseri, karaciger kanseri ve ovaryum kanserinde azaldigi bildirilmistir.
Yine ayni ¢alismaya gore verilen bu dokularda Sirt1’ in tiimor baskilayicist olarak
rol aldigi One stlrilmiistir. Sirtl proteininin farkli deri kanserlerinde
immiinohistokimyasal analizleri de yapilmistir. Yapilan bu analizlere gore Sirtl
ifadesinde asir1 artis gdzlenmistir. Bu veriye gore Sirtl’ in tlimori tesvik edici
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olarak rol oynadig1 gosterilmistir (Hida vd., 2007). Sirtl’ in tiimdr baskilayici mi
yoksa tiimor tesvik edici mi oldugu halen tartisilan bir konudur. Sirtl
aktivasyonunun timor baskilayici bir gen olan p53’ tin ve diger tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonuna neden olarak kanser riskini arttirdigi bildirilmistir (Kim
vd., 2008). P53 hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.
Birgok organizmada kanseri baskilayan ¢ok 6nemli bir proteindir. Kanser dnleyici
bir¢ok islevi vardir; DNA zarar gordiiglinde DNA tamir proteinlerini harekete
gecirir. DNA tamir edilemeyecek kadar zarar gordiigiinde "apoptoz'u baglatir.
Deng (2009) tarafindan yapilan ¢alismada p53’ {in Sirtl transkripsiyonunu regiile
ettigi ve Sirtl indiiksiyonunu azalttig1 bildirilmistir.

Insan endotel hiicrelerinde sirtiiinler ve hiicresel yaslanma arasindaki baglantinin
aciga cikarilmasi amaciyla yapilan bir c¢alismada siRNA ile Sirtl ifadesi
susturulduktan 10 giin sonra Sap-Gal aktivitesinde artis gozlenmistir (Ota vd.,
2007). Ayn1 sekilde bu islem ayni calismada Sirt2 i¢in de yapilmis ve ayni sonug
elde edilmistir.

Furukawa vd. (2007) tarafindan TIG-3 fibroblastlar1 kullanilarak yapilan
calismada 15 dk. 150 uM H,0, ile muamele edilen hiicrelerde Sirt]l deasetilaz
aktivitesi igin gerekli olan NAD" seviyesinin % 50 oraninda azaldigi ve 1 saat
sonunda azalmaya devam ettigi gozlenmistir. 48 saat sonunda Saf-gal
aktivitesinde ve p21 ifadesinde artiy gbzlenmistir. Sonug olarak 150 puM H,0,,
NAD" seviyesinde azalmaya ve boylece Sirtl deasetilasyonunda da azalmaya
neden oldugu ve sirtiiin ekspresyonunun hiicresel yaslanma sirasinda azaldigi
bildirilmistir (Furukawa vd., 2007). Yamashita (2012) tarafindan yapilan bir
caligmada insan gobek bagi fibroblastlart (HUC-F2) 5 uM resveratrol ile 12 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra Sap-Gal aktivitesinde azalma meydana gelmistir.
Sirt] aktivasyonunda ise artis gozlenmistir. Bu sonug ise insan gobek bagi
fibroblastlarinda Sirt1’ in hiicresel senesensi onledigini gostermektedir (Yamashita
vd., 2012)

Glukokortikoidlerle yapilan bir c¢alismada glukokortikoidlerin sirtiiinlerin
inhibisyonu araciligiyla hiicresel senesensi indiikledigi p53/p21 yolunun
aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Poulsen vd., 2013).

Ozet olarak, yapilan g¢alismalarda da goriildiigii gibi resveratroliin sirtiiinler
iizerindeki etkisi hiicre tipine, zamana ve doza bagli olarak degigsmektedir.
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Ancak hiicresel senesens meydana geldigi anda resveratroliin Sirtl, Sirt2, Sirt3,
Sirt6 ile olan iligkisini insan normal dermal fibroblastlarinda ortaya g¢ikarmayi
hedefleyen herhangi bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle bu
caligma, bu alandaki dnemli bir boslugu doldurmayi ve literatiire katki saglamay1
hedeflemektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Malzemeler
Acrylamide-bis 29:1 % 30
Agaroz
Alblimin bovin serum (BSA)
Amonyum persiilfat (APS)
B-Merkaptoetanol
Bromphenol Blue sodium salt
CAPS

Completed mini EDTA-free

DAPI (4 6-diamidin-2’ -fenilindol dihidroklorid)

EDTA

Etanol

Etidyum bromit

Glisin

Gliserol

Glutaraldehit

HEPES

Hidroklorik asit
Izopropil alkol
Magnezyum klorid heksahidrat
2-Merkaptoetanol
Metanol

Nonidet p40 substitute

N,N,N’ N’ -tetramethylethylene-diamine

Amresco
Sigma
Amresco
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Roche

Roche
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich
Biological Ind.
Sigma

Sigma

Fluka

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma



Paraformaldehit

PMSF (Fenilmetilsiilfonilflorit)
Potasyum bikarbonat
Potasyum klorit

Potasyum heksasiyanoferrat (II) K;Fe(CN)g

Potasyum heksasiyanoferrat (II) trihidrat K4,Fe(CN)sx 3H,0O

Propidyum iyodid
Roti ®-Mount Aqua
Roti ®-Mount FluorCare
Siit Tozu
Sodyum ortovanadat
Sodyum klorit
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum fosfat
TEMED
Trisma-Base
Triton-X 100
Tween-20
Fenilmetansiilfonilflorid (PMSF)
X-B-gal
5-bromo-4-kloro-3-indolil 3-D-galaktofranosid
Yeast extract
3.1.2. Cam ve Plastik Malzemeler
6 kuyucuklu hiicre kiltiirii plaklari, 100 adet/paket
12 kuyucuklu hiicre kiltiirii plaklari, 100 adet/paket

24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklari, 100 adet/paket

Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Fluka

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Roth
Sigma-Aldrich

FLuka

Corning-Costar
Corning-Costar

Corning-Costar
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96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklari, 100adet/paket
5 ml’ lik serolojik pipetler, 200adet/paket

10 ml’ lik serolojik pipetler, 200adet/paket

Steril, 0,5-1 pl filtreli pipet uglar

Steril, 1-200 pL filtreli pipet uglar

Steril, 100-1000 pl filtreli pipet uglari

Hiicre kiiltiirii igin 75 cm®” lik flasklar 100adet/paket
15 ml’ lik hiicre kiiltiirii tiipleri 500 adet/paket

50 ml’ lik hiicre kiiltiirii tiipleri 500 adet/paket

1.5 ml’ lik santrifijj tiipleri 1000 adet/paket

Petri kab1, 60 mm, 600 adet/paket

Petri kab1, 100 mm, 420 adet/paket

Hiicre kaziyici, 25 cm

Yuvarlak lamel

Lamel 20 x 26 mm

Microskop lamlar1 76 x 26x 1mm

Blotlama kagidi 100 adet/paket

CLxPosure film, 18 x 24 cm

Nitroselliiloz transfer membrani, 0.45 pm, 30 cm x 3m
3.1.3. Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

FBS (Fetal bovine serum)

L-glutamin 200 mM 100 X

Tripsin-EDTA

Tripan Mavisi

Dulbecco’s modified eagle medium 500 ml

Phosphate-buffered saline 10 X

Corning-Costar
Corning-Costar
Corning-Costar
Costar

Costar

Costar

Corning
Corning
Corning
Corning-Costar
Corning
Corning

Fisher Scientific
Nunc

Thermo
Marienfeld
Thermo

Prizma

Amersham

Biochrom
Biochrom
Biochrom
Sigma
Gibco

Biological Industries



Penisilin streptomisin

Dimetil siilfoksit > 99.9 %

3.1.4. Kitler

BCA Protein Assay Kit

Cell Proliferation ELISA BrdU
ECL Chemiluminescent Reagent Kit
In Situ Cell Death Detection Kit
Cell Proliferation Reagent WST-1
3.1.5. Antikorlar

3.1.5.1. Primer antikorlar
Anti-P actin

Anti-Sirt1

Anti-Sirt2

Anti-Sirt3

Anti-Sirt6

Anti-Sirt7

3.1.5.2. Sekonder antikorlar
Anti-Rabbit 1gG

Anti-Mouse IgG

Alexa Fluor 488 goat anti mouse IgG1

Alexa Fluor 488 goat anti rabbit IgG1

3.1.6. Markerler

Multicolor High Range Protein Ladder

Broad Range Protein Ladder

21

Biochrom

Sigma

Thermo

Roch

Cell Signaling
Roche

Roche

Sigma
Sigma
Sigma
Millipore
Sigma

Sigma

Santa Cruz
Santa Cruz
Invitrogen

Invitrogen

Spectra

Spectra
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3.2. Yontem

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan hiicre tipi ve hiicrenin 6zellikleri

Hiicre: BJ

ATCC Kodu: CRL-2522™

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)

Organizma: Homo sapiens

Hiicre Tipi: Fibroblast

Organ: Deri

Hastahk: Normal

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu caligmada kullanilan BJ hiicresi (Cizelge 3.1) ticari olarak elde edilmis olup
DMEM besiyeri kullanilarak hiicrelerin canliliklarint siirdiirmesi saglanmustir.
DMEM besi yerinin igerigi asagida verilmistir.

DMEM Besi Yeri
% 10 FBS
100 pg/ml penisilin streptomisin

2 mM L-glutamin

Hiicreler 37 °C’ de ve % 5 CO, igeren inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Hiicreler
yeterli sayiya ulastiklarinda 1:4, 1:5 oraninda pasajlanmalar1 yapilarak kiiltiiriin
devam etmesi saglanmustir (Kiiltir i¢in 75 cm® lik flasklar ve petri kaplari
kullanilmistir). Hiicreler pasajlanirken 1xPBS ile yikanip besiyerinin hiicre
ylizeyinden uzaklastirilmas:t saglanmistir. Flaska yapisan hiicrelerin flask

ylizeyinden kaldirilmasi igin 1 ml tripsin kullanilmstir.
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3.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma Besiyeri
% 10 DMSO
% 90 FBS

Hiicreler pasajlama islemi sirasinda tripsin ile kaldirilip 15 ml’ lik falkon igerine
alinmistir ve 1250 rpm’ de, 4°C’ de 5 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan kisim
atildiktan sonra falkon icerisine dondurma besi yeri eklenip pelet homojen hale
getirilmis ve hiicre igerigi dondurma tiiplerine alimmistir. Tiipler -80°C” de bir
gece muhafaza edildikten sonra likit nitrojen tankinda -196 °C’ de saklanmuistir.

3.2.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler —196°C’ den alinip su banyosu’ nda (37 °C) ¢oziildiikkten sonra hiicre
siispansiyonu 15 ml’ lik falkon igerisine alinmustir. Hiicre siispansiyonu iizerine
DMEM besiyeri ilave edilerek hiicreler seyreltilmistir ve 1250 rpm’ de 5 dk.
santrifiij edilerek yikanmasi saglanmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan kisim
atilip elde edilen pelet lizerine DMEM besi yeri eklenerek pelet homojen hale
getirilmistir ve hiicreler toplam volim 13 ml olacak sekilde flasklara almip

kiiltiiriin devami saglanmigtir.
3.2.4. Hiicre Sayimm

Hiicre kiiltiirii testlerinde her kuyucukta esit sayida hiicre olmalidir. Bu amagcla
yapilan WST-1, BrdU testleri ve Sap-gal, TUNEL, Ki-67 boyama yontemleri i¢in
belirli sayida hiicrelerin alinmasini saglamak amaciyla tripan mavisi testi
kullanilarak canli ve 6lii hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in Neubauer
lam1 kullanilmistir. Neubauer lamu kalin, diiz, sayim odaciklidir. Neubauer lami
iizerinde 16> sar kareden olusan, hacmi 0,1 pl olan toplam dort alan
bulunmaktadir. Toplam dort alandaki Sekil 3.1° de gosterildigi gibi secili kare
cizgisi i¢indeki hiicreler sayilir ve ortalamalari alinarak alan bagina diisen ortalama
hiicre sayis1 hesaplanir. Hiicrelerin ¢ok yogun oldugu zamanlarda siispansiyon
diliie edilir ve yapilan hesaplamaya diliisyon faktorii de dahil edilir.
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Sekil 3.1. Hiicre sayimu i¢in kullanilan Neubauer lami1

Sekil 3.1° de gosterildigi gibi bu lam iizerinde bulunan 4 biiyiik kare igerisinde
sayilan canli hiicre sayisinin ortalamasi alinarak 1 ml” deki hiicre say1si;

Ortalama canli hiicre sayisi x diliisyon faktorii x 10*

formiilii ile hesaplanmustir.

Hiicre siispansiyonu tripan blue ile diliie edildiginde canli hiicreler kiigiik,
yuvarlak ve refraktil olarak goriiniirler. Olii hiicreler sis, biiyiik ve koyu mavi hale
gelirler. Canlt hiicrelerde membran intakt durumda oldugundan dolay1 herhangi bir
boyanma s6z konusu degildir. Bu metodun temel prensibi, canli hiicreler boyay1
almaz iken Oli hiicreler yani membrani hasar gérmis hiicrelerin boyay1 alarak

maviye boyanmasidir.
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3.2.5. Resveratrol Stogunun Hazirlanmasi

Resveratrol, konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Stok soliisyon steril ortamda 0,22 pum’ Ik steril filtrelerden
gecirilmistir. Hazirlanan stok soliisyon -20°C’ de saklanmustir.

3.2.6. Deney Gruplari

Caligmada kontrol grubu (resveratrol eklenmeyen BJ fibroblast hiicresi), ¢oziicii
olarak kullandigimiz DMSO grubu ve sekiz farkli konsantrasyonda gruplar olmak
iizere toplam grup sayist on olarak belirlenmistir. Resveratrol, Cizelge 3.2° de
gosterilen konsantrasyonlarda uygulanmstir.

Cizelge 3.2. Calismada uygulanan resveratrol konsantrasyonlari

Kontrol
DMSO
2,5 uM
5 uM
10 uM
25 uM
50 uM
100 uM
200 uM
300 uM

Uygulama siiresi daha onceki yillarda bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalar baz
almarak 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenmistir. Kontrol grubundaki hiicreler
resveratrol uygulanmadan aymn siirelerde kiiltiirde bekletilmistir.

3.2.7. WST-1 Testi

Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan WST-1 testi canli
hiicrelerden tetrazolium tuzlarmin aynstirilmasina dayanan non-radyoaktif,
spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir. Tetrazolium tuzlari hiicresel enzimler
tarafindan formazan tuzlarma doniistiiriilmektedir. Canli hiicre sayisindaki artig
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orneklerdeki mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde artmaya yol agmaktadir.
Enzim aktivitesinin giiclenmesiyle birlikte kiiltiirdeki hiicrelerde metabolik olarak
aktif halde bulunan hiicrelerin miktar1 ile dogrudan korele olarak formazan ile
boyanan hiicre formunda artis olmaktadir. Formazan boya metabolik olarak aktif
olan hiicreler tarafindan iiretilmekte olup, spektrofotometre ile belirtilen dalga
boyunda boyanan hiicrelerin absorbansi dl¢iilmektedir (Doyle ve Griffiths, 1998).

Yapilan bu test ile BJ hiicreleri iizerine eklenen resveratroliin sitotoksik etkisinin
olup olmadigi belirlenmistir.

v' 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 4x10” hiicre olacak sekilde toplam

Kontrol 200 uM
DMSO 300 uM

2.5 uM

hacmi 100 pl olan hiicre siispansiyonu eklenmistir.

SuM

. 10 M

25 uM

O 50 uM

( ) 100 uM
\ 4

Sekil 3.2. WST-1 testi plak plam

v" Hiicreler 37° C, % 5 CO2 igeren inkiibatérde 1 giin inkiibe edildikten sonra
bolim 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarda resveratrol eklenmistir. Her bir
grup i¢in 3 kuyucuk planlanmigtir. Hiicre kiiltiirii plak plam Sekil 3.2° de
gosterilmistir.

v’ 24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuk igin 10 pl WST-1 soliisyonu
eklenmigtir.

v Plaklar 1-2 saat 37°C ve % 5 CO, igeren inkiibatérde inkiibe edildikten sonra
spektrofotometre ile 450 nm’ de 6lglim yapilmustir.

v" Yapilan WST-1 testi 3 kere tekrar edilmistir. Elde edilen veriler Origin 8
programinda grafik haline getirilerek degerlendirilmistir.
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v Metabolik aktivitenin belirlenmesinde asagidaki formiilasyon uygulanmustir.
Resveratrol ile muamele edilen hiicrelerin absorbans degerleri kontrol degeri
ile normalize edilerek grafige aktarilmstir.

Ares.
% Metabolik aktivite: —x 100
Akontrol

Ares: Resveratrol uygulanan grubun absorbans degeri

Akontrol: Kontrol grubunun absorbans degeri

3.2.8. BrdU Testi

Hiicre proliferasyonu genomik DNA replikasyonu ile belirlenebilir. DNA sentezi
hiicre proliferasyonunda indirekt bir parametredir. Hiicre proliferasyonunu
degerlendirmek icin yapmay1 planladigimiz BrdU (5-bromodeoksiiiridin) testi,
proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU baglanmasini saptayan bir
testtir. Klor, brom ve iyot atomlarinin baglanma 6zellikleri metil grubunun (CHj3)
baglanma ozellikleri ile biiyiik benzerlik gosterir. Bunun sonucu olarak, halojenli
pirimidinler grubunda yer alan BrdU, yapisinda bulunan halojen gruplarn
yiiziinden, DNA molekiiliiniin normal yap1 tasi olan timidine yapisinda bulunan
metil grubu ile ¢ok benzemektedir. Bu halojenli pirimidinler, DNA sentezi
sirasinda timidin molekiiliiniin yerini alarak DNA zincirinin yapisina girebilirler.
Bu nedenle bu maddelere ‘timidin analogu’ adi verilir. Proliferasyon olan
hiicrelerin DNA’ sindaki timidinle BrdU yer degistirmektedir. Bu yontem, sadece
S fazindaki hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre grubunun hiicre
siklusundaki ilerlemesinin izlenmesine dayanir. Nonradyoaktif timidin analogu
olan bromodeoksiiiridin S fazindaki hiicrelerin DNA’ sina baglanmasi sonucunda
anti-BrdU antikorlarinin kullanimi ile S fazindaki hiicrelerin ortaya g¢ikarilmasi
saglanir. Anti-BrdU-peroksidaz antikoru eklendikten sonra olugsan immiin
kompleksler spektrofotometrede dlciilerek degerlendirilmektedir.

Bu test ile farkli dozlarda hiicreler lizerine eklenen resveratroliin proliferasyonu ne

derece etkiledigi belirlenmistir.
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v

v

Bu test igin 96’ lik plaklara kuyucuk basina toplam hacim 100 ul olacak
sekilde 4x10° hiicre ekilmistir.

Hiicreler 37°C ve % 5 CO, igeren inkiibatérde 1 giin inkiibe edildikten sonra
bolim 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarinda resveratrol eklenmistir. Her bir
grup i¢in 3 kuyucuk planlanmistir. Plak plant Sekil 3.3° de gosterilmistir.

Koutrol 200 WM
D=0 300 uM

2,5uM

SuM

. 10 M

Sekil 3.3. BrdU testi plak plani

v

v

24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuga 10 pl isaretleme soliisyonu
eklenerek 2 saat 37°C ve % 5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Eklenen isaretleme soliisyonu hiicrelerin {izerinden cekilip atilarak 200 pl
fixdenat soliisyonu eklenip 30 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Fixdenat uzaklastirildiktan sonra 100 pl anti-BrdU-POD c¢alisma soliisyonu
eklenerek 90 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Anti-BrdU-POD c¢aligsma soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra
200-300 pul yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapilmstir.

Daha sonra 100 pl substrat soliisyonu eklenip 5-30 dk. oda sicakliginda
bekletilmistir.

Spektrofotometrede 370 nm’ de absorbans lgiilmiistiir.

Daha sonra 25 ul 1 M H,SO, (stop soliisyonu) eklenip 450 nm’ de 6lgiim
yapilmustir.

Yapilan BrdU testi 3 kere tekrar edilmistir. Elde edilen veriler Origin 8
programinda grafik haline getirilerek degerlendirme yapilmistir.
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v" % BrdU inkorporayonu asagida verilen formiille hesaplanmigtir. Resveratrol
ile muamele edilen hiicrelerin absorbans degerleri kontrol degeri ile normalize
edilerek grafige aktarilmigtir.

Ares.
% BrdU inkorporasyonu: —_—< 100

Akontrol

Ares: Resveratrol uygulanan grubun absorbans degeri

Akontrol: Kontrol grubunun absorbans degeri

3.2.9. Ki-67 immiin Boyama Yontemi

Fiksasyon Soliisyonu
% 3.7 Formaldehit (PBS icerisinde)

Permeabilizasyon Soliisyonu
% 0.1 Triton X-100

Bloklama Soliisyonu
% 3 FBS (PBS igerisinde)

Bolim 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarda resveratrol ile inkiibe edilen
hiicrelerin 24, 48 ve 72 saat boyunca kiiltlir ortamindaki degisimleri izlenmistir.
Proliferasyondaki azalmanin en iyi goriildiigli 72 saat baz alinarak hiicrelerin
proliferasyon yetenekleri Ki-67 deki artisin immiin boyama yontemi yardimiyla
test edilmesiyle belirlenmistir. Bu test igin 3 tekrar yapilmistir.

v' Ki-67 boyama yontemi i¢in 6’ lik plaklara her bir kuyucuk icerisinde 75x10°
hiicre olacak sekilde toplam 2 ml hiicre siispansiyonu eklenmistir.
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Daha sonra boliim 3.2.6’ da belirtilen dozlarda resveratrol eklenmistir.

Hiicreler iizerinde resveratroliin etkisinin maksimum diizeyde gozlendigi 72
saat sonunda 100 pl fiksasyon soliisyonu eklenip 10 dk. oda sicakliginda
bekletilmistir.

Fiksasyon soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra 100 pl
permeabilizasyon soliisyonu eklenip 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Permeabilizasyon soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra 1xPBS
ile 2 kere yikanmuistir.

PBS hiicre ylizeyinden uzaklastirilip bloklama soliisyonu ile 30 dk. bloklama
yapilmustir.

30 dk. sonunda Ki-67 antikoru bloklama soliisyonun ic¢inde 1:10 oraninda
diliie edilerek kuyucuklara eklenmistir.

Hiicreler antikorla 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Antikor hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra 1xPBS ile 3 yikama yapilip
1:1000 oraninda 1x PBS ile diliie edilen DAPI (¢ekirdek boyamasi igin)

eklenmisgtir.

5 dk. oda sicakliginda karanlik ortamda DAPI ile inkiibe edilen hiicreler
1xPBS ile yikanip floresan mikroskobunda goriintiileme yapilmustir.

Ki-67 ile boyanan hiicreler yesil renkte, DAPI ile boyananlar mavi renkte

gbzlenmistir.
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3.2.10. SA-B-Galaktozidaz Boyama

Yikama Soliisyonu
1 mM MgCl, igeren PBS ph:6.0

Fiksatif Soliisyonu

% 0.25 glutaraldehyde

% 2 paraformadehyde
(ph:6.0 olan PBS igerisinde)

20 x Potassium cyanide (KC) Stogu
820 mg K;Fe(CN)g

1,05 g K4Fe(CN)g x 3 H,O

(25 ml PBS igerisinde)

1 x X-Gal Soliisyonu (10 ml)
9.3 ml PBS/MgCl,

0.5 ml 20 x KC soliisyonu
0.25 ml 40 x X-Gal sollisyonu

Senesensin test edilmesinde standart protokollerde yer alan SA-B-gal (senescence
associated B-galaktozidaz) aktivitesi hiicrelere verilen X-gal substratinin
parcalanmasi yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Bu boyama yoOntemi ile yaslanan ve

proliferasyona devam eden hiicreler belirlenmistir.

v" Bu boyama yontemi i¢in 6 kuyucuklu plaklara her kuyucukta toplam hacmi 2
ml olacak sekilde 75x10” hiicre almnustir.

v" Hiicreler inkiibatorde muhafaza edilerek kiiltiiriin devam etmesi saglanmustir.

v Hiicrelerin yapigsmas: saglandiktan sonra Bolim 3.2.6° da belirtilen

konsantrasyonlarda resveratrol eklenmistir.

v Etkinin en iyi goézlendigi 72 saat sonunda plaklarda bulunan hiicreler
iizerinden besi yeri uzaklastirilip 2 kez 1xPBS ile yikanmustir.
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v" PBS hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra hiicreler 10-15 dk. glutaraldehit
soliisyonu ile fiske edilmistir.

v Glutaraldehit soliisyonu uzaklagtirildiktan sonra hiicreler 2 kez PBS/MgCl, ile

yikanmustir.

v' Hiicreler tizerine 1 x X-Gal soliisyonu eklenip gece boyunca 37°C’ de inkiibe
edilmistir.

v Daha sonra 3 kez PBS/MgCl, ile yikanan hiicreler 151k mikroskobu altinda
incelenmistir. Senesense ugrayan hiicreler 151k mikroskobu altinda mavi
boyanmis olarak tespit edilmistir. Yapilan Sap-Gal boyamasi en az 3 kere
tekrar edilmistir.

3.2.11. TUNEL Testi

Fiksasyon Soliisyonu
% 2 Paraformaldehit
% 0.25 Glutaraldehit

Permeabilizasyon Soliisyonu
9% 1 Triton X-100
% 0.1 Sodyum Sitrat

TUNEL Reaksiyon Karisimi
5 pl enzim soliisyonu

45 pl isaretleme soliisyonu

Hiicre oliimiiniin iki farkli hali olan apoptozis ve nekroz, &len hiicrelerin
molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik degisiklerine dayanarak birbirinden
ayrilabilir. Programlanmig hiicre 6liimii veya apoptozis, dkaryotik hiicre 6liimiiniin
en sik rastlanan seklidir. Bu, homeostazi koruyan bir fizyolojik intihar
mekanizmasidir. Hiicre 6liimii homeostaz i¢indeki normal doku dongiisiinde olur.

Genelde, apoptozise giden hiicreler, plazma zarinin hizli bozulmasi ve ¢ekirdegin
parcalanmasi da dahil olmak {izere, g¢ekirdek ve sitoplazmada belirgin 6rnek
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olusturacak sekilde yapisal degisiklikler gosterirler. Cekirdegin yapisinin
bozulmasi, kromatinin agir hasar1 ve kalsiyuma bagli endojen niikleazlarin etkin
hale gelmesinden sonra DNA’ nin parcalara ayrilmasi ile iliskilidir. Cekirdek
DNA’ sinin oligoniikleozom boyutunda parcalanmasi ile sonuglanan
endoniikleolizis, apoptozisin Onemli biyokimyasal olgusu olarak kabul edilir.
Boylece bu olgu siklikla, elektroforez sirasinda agaroz jeller iizerinde tipik “DNA
merdiveni” ile degerlendirilmesi igin kullanilir. Ancak bu yontem tek tek
hiicrelerdeki apoptozisi veya apoptozisin histolojik yerlesimini veya hiicre
farklilagsmasindaki iliskisi ile ilgili bilgi saglamaz. Bu, apoptozis ile uyarilmis

DNA dizi kirillmasinin enzimatik in situ isaretlenmesi ile yapilir.

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End
Labeling) apoptozise ugrayan hiicreleri tespit etmek icin yapilan bir testtir. Bu test
ile apoptozisin ileri evrelerinde belirleyici olarak rol alan apoptotik hiicrelerdeki
niikleer kromatin fragmentasyonu saptanmaktadir. TUNEL testi metod olarak
DNA kiriklarinin - sonuna polimeraz terminal deoksiniikleotidil transferaz
eklenerek isaretlenmesi prensibine dayanan bir testtir. Bu yontem temelinde
apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini, serbest 3°- OH uglarinda enzimatik
bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanarak apoptozise giden hiicrelerin

goriintiilenmesini saglamaktadir.

Kullanilan TUNEL boyama yontemi ile hiicreler boyanarak apoptozise ugrayip
ugramadiklart belirlenmistir. 3 tekrar yapilan bu test i¢in In Situ Cell Death
Detection Kit (Roche) kullanilmistir.

» TUNEL testi i¢cin 6 kuyucuklu plaklara her kuyucukta toplam hacim 2 ml
olacak sekilde 75x10° hiicre alinmustir.

» Hiicreler inkiibatérde muhafaza edilerek kiiltiiriin devam etmesi saglanmustir.

» Hiicrelerin yapismasi saglandiktan sonra Bo6lim 3.2.6° da Dbelirtilen
konsantrasyonlarda resveratrol eklenmistir.

» Etkinin en iyi gozlendigi 72 saat sonunda hiicre yiizeyinden besiyeri
uzaklasgtirilip 2 kez 1xPBS ile yikanmigtir.

» Fiksasyon soliisyonu eklenerek 15 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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» Fiksasyon soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 kez
1xPBS ile yikanmustir.

» Permeabilizasyon soliisyonu eklenerek plaklar 5 dk. buz iizerinde inkiibe
edilmistir.

» Permeabilizasyon soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklagtirildiktan sonra 1xPBS
ile 2 kez yikama yapilmstir.

» Kontrol i¢in isaretleme soliisyonu, diger dozlar i¢in 50 ul TUNEL reaksiyon
karigimi eklenip 1 saat 37°C’ de karanlikta inkiibasyon yapilmistir.

> Inkiibasyon sonrasinda 1xPBS ile 2 kez yikama yapilmustir.

> Yikama sonrasinda 1:1000 oraninda 1xPBS ile diliie edilen DAPI eklenerek 5-
10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

» Son olarak 1xPBS ile 2 kez yikanan hiicreler floresan mikroskop altinda

incelenmistir.
3.2.12. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Lysis Buffer (1,5 ml)

300 ul % 10 SDS

15 ul 0.1 M NazVO,

3ul0.5M EDTA

230,5 pl 7xComplete Mix-EDTA
951,5 pl 50 mM Tris ph:6,7

» Bolim 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan hiicreler 72 saat
inkiibe edilmistir. Hiicre yiizeyinden besiyeri uzaklastirilarak iki kez 1xPBS ile
yikanmisgtir.

» 50-100 pl Lysis Buffer ile 5 dk. shaker (¢alkalayici) {izerinde ¢alkalanmaya

birakilmistir.
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» Liziz edilen hiicreler kiiltiir kaplarindan ependorf igerisinde alinarak 95°C” de
10 dk. bekletilmistir.

» Daha sonra 10 dk. 20.000 g’ de (25°C) santrifiij edilmistir.

»  Siipernatan kisim yeni ependorf i¢erisine alinmigtir.
3.2.13. Sitozolik ve Niikleer Ekstraksiyon

Buffer A

10 mM Hepes ph=7.8
1.5 mM MgCl,

10 mM KCI

0.1 mM EDTA

0.1 mM EGTA

1 mM NAVO,

Buffer B

20 mM Hepes
0.4 M NaClI
1.5 mM Mg(Cl,
0.1 mM EDTA
0.1 mM EGTA
1 mM NAVO4

» Kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelerin lizerinden besi yeri uzaklagtirilarak iki
kez 1xPBS ile yikanmustir.

» Hiicrelere 1xPBS eklenerek kiiltiir kaplarindan scraper yardimiyla kazinip
ependorf igerisine alinmistir.

» Hiicre siispansiyonu 4000 g’ de santrifiij edilmistir.
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Siipernatant kisim atilarak pelet elde edilmistir. Elde edilen peletler -80°C” de
muhafaza edilmistir.

Her ornekten elde edilen peletler lizerine 100-200 pl Buffer A eklenmistir
(Peletin biiyiikliigiine gore eklenecek olan Buffer A miktar1 belirlenmistir).
Karigimin homojen hale gelmesi saglanmustir.

Buffer A eklenen hiicreler 10-15 dk. buz tizerinde bekletilmistir.

10-25 ul % 10’ luk Np-40 eklenmistir ve vortekste 30 saniye karigmasi
saglanmistir (Peletin blyiikliigline gore eklenecek olan Np-40 miktari
belirlenmistir).

14000 rpm’ de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Her 6rnek i¢in pelet {izerinde kalan siipernatant kisim ¢ekilip yeni ependorflara
alinmustir. (Siipernatant kisim=sitozolik ekstrakt)

Daha sonra pelet lizerine 50-100 pl Buffer B eklenmistir (Peletin bilyiikliigiine
gore eklenecek olan Buffer B miktar1 belirlenmistir). Karisimin homojen hale

gelmesi saglanmigtir.
Homojen hale getirilen karigim 20 dk. buz lizerinde ¢alkalayicida birakilmigtir.
5 dk. 15300 rpm 4°C” de santrifiij edilmistir.

Her 6rnek igin siipernatant kisim yeni ependorflara alinmistir. (Stipernatant
kisim=niikleer ekstrakt)

3.2.14. BCA Protein Assay Testi

Orneklerden elde edilen lizatlarin ve ekstraktlarmn protein miktarlarinm

belirlenmesi amaciyla BCA Protein Assay Kit kullanilarak yapilmis olan bir

testtir.

>

Protein miktar tayini igin kitin i¢erisinde hazir halde bulunan BSA stogu kitte
belirtilen oranlara gore diliisyon yapilarak c¢alisma igin uygun standartlar
hazirlanmigtir. Hazirlanan 9 standart 96’ lik plaklara sirayla her biri 25 pl
olacak sekilde eklenmistir.
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> Ornekler toplam hacim 25 ul olacak sekilde 1:10 oraninda UP ile
sulandirilmustir.

» Standart ve Orneklerin tlizerine 200 pl 1:8 oraninda hazirlanan c¢aligma
soliisyonu (A+B) eklenip 37°C” de 30 dk. bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler
spektrofotometrede 562 nm’ de Ol¢lilmiistiir.

3.2.15. Western Blot Analizi

10xTBST (11t)

250 ml 1 M Trizma-Base ph:8.0
150 ml 5 M NaClI

42 ml 3 M KCI

Running Buffer (Yiiriitme soliisyonu)
11y
30 g Trizma-Base

144 g Glycine
15 g SDS ph:8,6

Blotting Buffer (11t)

5,8 g 125 mM Trizma-Base
2,9 g 1,25 M Glycin

3,75 ml % 10 SDS

Loading Buffer (Yiikleme Soliisyonu)
2,5ml 1 M Tris PH 6,7

1 g SDS

2,5 ml Glycerol

1 ml B-Mercaptoethanol
Bromphenolblue

4 ml Millipore-H20
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Western blot elektroforez iglemiyle poliakrilamid jelde gdc¢ ettirilen proteinlerin,
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metodlarla
gosterilmesidir (Burnette, 1981; Harlow ve Lane, 1988). Blotlamadan oOnce
calisitlan numunedeki proteinler elektriksel ortamda jel iizerinde go¢
ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
jelde (SDS-PAGE) gerceklestirilmektedir. SDS-PAGE proteinlerin ayristirilmasi
ve saflagtirilmasinda kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden biridir (Harlow
ve Lane, 1988). Calisilan numunedeki SDS-polipeptit kompleksleri, poliakrilamid
jele yiiklenip elektrik akimina maruz birakildiklari zaman, proteinin molekiiler
agirligiyla orantili olarak, arti kutuba dogru gog¢ etmekte ve jelde bulunduklar
yerde bantlar halinde yigilim gostermektedir. Yapilan bu islem elektroforezdir.
Western blot teknigi elektroforez islemini takip eden 4 adimda gergeklestirilir.
Bunlar jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), &zgiil
antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin goriintiilenmesi
asamalaridir. Proteinlerin membrana transferi i¢in 1slak kapillar metod ve yari-
kuru olmak iizere iki yontem kullanilmaktadir (Burnette, 1981; Harlow ve Lane,
1988). Bu ¢alismada yari-kuru metod kullanilmistir.

3.2.15.1. SDS PAGE jelinin hazirlanmasi

> % 8 ve % 10° luk ayirict jel asagida verilen Cizelge 3.3 izlenerek
hazirlanmustir.

» Jel yiizeyi isopropanol ile kaplanmistir. 20-30 dk. polimerize olmasi i¢in
beklenilmistir.

» Jel ylzeyindeki isopropanol uzaklagtirilmstir.

» % 3’ lik paketleyici jel agagida verilen Cizelge 3.3 izlenerek hazirlanmustir.

A\ 4

Jel taraklar1 dikkatli bir bigimde polimerize olmamis karigim igine
yerlestirilmistir.

» Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in jel 20-30 dk. bekletilmistir.
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% 3 % 8 % 10
Acrylamide-bis 29:1 % 30 0.5 ml 4.0 ml 5.0 ml
Lower Buffer | - 3.8 ml 3.8 ml
Upper Buffer 1.25ml |- | e
H,0 3.2ml 4.7 ml 3.7ml
Glycerin | - 2.5 ml 2.5 ml
TEMED 6 pl 12 pl 12 pl
% 40 APS 12 pl 18 ul 18 ul
Total Sml 15 ml 15 ml

3.2.15.2. Orneklerin hazirlanmasi

» Western Blot analizi i¢in Boliim 3.2.6° da belirtilen konsantrasyonlarda Boliim

3.2.12 ve Boliim 3.2.13 de belirtildigi gibi hazirlanan 6érnekler kullanilmigtir.

> Orneklerin jele yiiklemeye hazir hale getirilmesi igin loading buffer

kullanilmustr.

» Protein konsantrasyonlart BCA (Protein Assay Kit) ile belirlendikten sonra bu

sonuglara gore her drnekten 45 ug % 8 ve % 10’ luk SDS-poliakrilamid jellere

yiikleme islemi yapilmistir.

3.2.15.3. Elektroforetik yiiriitme

> Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatilip elektrotlar baglanmis ve

Sekil 3.4’ te goriilen diizenek olusturulmustur.

> Ornekler ayirici jele girinceye kadar diisiik akimda, running buffer igerisinde

ilk 70 voltta 45 dk. yiirtitilmiistiir.

> Ornek ayirici jele gectikten sonra ise 120 voltta 90 dk. yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.4. Western Blot elektroforetik yiiriitme diizenegi

3.2.15.4. Semi-dry transfer

» Transferde kullanilan membran 5 dk. metanol igerisinde bekletilmistir. 6
whatman filtre kagidi blotting buffer igerisinde islatildiktan sonra iizerine
membran konulmustur. Membran iizerine jel konulduktan sonra blotting buffer
icerisinde 1slatilan 6 whatman filtre kagidi jel lizerine konulmustur. Yapilan
islem siras1 Sekil 3.5° te gosterilmistir. Bu islemler sirasinda hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmistir.

KATOT (-)
} Filtre Kagidi

R => sps-page je

= Transfer Membram

} Filtre Kagidi

Sekil 3.5. Semi-Dry (Yari-kuru) transfer diizenegi
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» 300 miliamper 30 voltta 1 saat 30 dk. membrana transfer yapilmustir.
3.2.15.5. Bloklama

» Transfer sonrasi proteinleri baglamis olan membran 40 dk. % 5 Siit tozu
(1xTBST igerisinde hazirlanan) igerisinde ¢alkalanmaya birakilmustir.
» Bloklama yapildiktan sonra membran 3 kez 5 dk. IxXTBST ile yikanmuistir.

3.2.15.6. Birincil ve ikincil antikor ile inkiibasyon

» Kullanilan Sirtl, Sirt2, Sirt3, Sirt6 ve Sirt7, B-actin birincil antikorlart
datasheet’ de verilen diliisyon oranina gore % 5’ lik BSA (IxTBST igerisinde
hazirlanan) ile diliie edildikten sonra membranlar gece boyunca 4°C de primer
antikorlarla inkiibe edilmistir (B-actin kontrol olarak kullanilmistir).

> Inkiibasyon sonunda 3 kez 10 dk. IxXTBST igerisinde yikama yapildiktan sonra
1 saat % 5’ lik Siit tozu (1xTBST igerisinde hazirlanan) ile hazirlanan
sekonder antikor (1:10000 diliie Anti-Mouse 1gG veya Anti-Rabbit 1gG) ile 1
saat bekletilmistir.

> Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez 5 dk. 1xXTBST ile yikama yapilmustir.

3.2.15.7. ECL ile goriintiileme

» Yikama isleminden sonra Enhanced Chemi Luminescence kiti kullanilarak
membran liiminol ve parakumar asitle muamele edilmistir.

> lkincil antikora bagl bulunan horseradish peroksidaz enzimi, ECL ¢dzeltisi
icinde bulunan Lumigen PS-3 substratini katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga
¢ikan luminol 1s1maga yol acar. Bu 1s1ma, Western Blot’ a o6zel filmler ile
saptanir. Membran {izerine konulan X-ray filmi developer (HQ-450XM x-ray
film processor) da banyo edilmistir ve protein bantlarinin goriiniir hale gelmesi

saglanarak degerlendirme yapilmistir.
3.2.16. istatistiksel Analiz

Verilerin grafige aktarilmasinda Origin Graph 8.0 programi kullanilmistir. Sayisal
degiskenler ‘‘ortalama + standart sapma’’® seklinde grafige aktarilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 11.5 istatistik programi kullamlarak yapilmustir.

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki anlamh
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farklarin belirlenmesinde One-way ANOVA testi kullanilmistir. p < 0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.WST-1 Testi ile Sitotoksik Etki ve Metabolik Aktivitenin
Belirlenmesi

Caligmada oncelikle resveratroliin BJ hiicrelerinin canliligi ve metabolik aktivitesi
iizerinde etkisinin olup olmadigin1 ortaya cikarmak amaciyla WST-1 testi
yapilmistir. 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 4x10° hiicre olacak sekilde BJ
hiicreleri alinarak kontrol, DMSO ve 2,5-5-10-25-50-100-200-300 uM olmak
iizere farkli resveratrol konsantrasyonlarindan olusan gruplar 24, 48 ve 72 saat
siiresince 37° C’ de, %5 CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir. Béliim 3.2.7° de
anlatildig1 gibi WST-1 testi protokolii uygulanmustir. Yapilan test 3 kez tekrarlanip
resveratrol ile muamele edilen hiicrelerin absorbans degerleri kontrol degeri ile
normalize edilerek grafige aktarilmistir.

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda elde edilen degerler Sekil 4.1° de
verilmistir. Cizelge 4.1 de goriildiigli gibi 24, 48 ve 72 saat i¢in kontrol grubu ile
DMSO grubu karsilastirildiginda metabolik aktivite agisindan iki grup arasinda
anlamli bir farklilik olmadig1 p degerlerinden anlagilmaktadir. Kontrol ve DMSO
arasinda anlamli bir farkliligin olmamasi resveratroliin i¢inde ¢oziildiigli kimyasal
olan DMSO’ nun hiicrelerin metabolik aktivitesi iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigim gostermektedir. Kontrol ve 2.5, 5 ve 10 pM konsantrasyonlar1 24 ve 48
saatte kontrol ile karsilastirildiginda p degerinin p<0.05 oldugu goriilmektedir.
Hiicrelerin metabolik aktivitesinin bu zaman araliklarinda %20’ lere kadar ¢iktig1
Sekil 4.1° de goriilmektedir. Elde edilen bu verilere gore 24 ve 48 saatte
resveratroliin BJ hiicrelerinin metabolik aktivitesi lizerinde 10 puM’ a kadar
herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Sekil 4.1’de 72 saate bakildiginda
bu konsantrasyonlarda metabolik aktivitenin her bir konsantrasyon i¢in % 20 (£4)
oraninda azaldig1 goriilmektedir. Bu sonug ise resveratroliin 72 saatten itibaren

metabolik aktivite lizerinde etkisinin oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.1. WST-1 testine gore DMSO ve 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 uM

konsantrasyonlarin kontrolle karsilastirilmasi ve p degerleri

24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol- | p=0.08, p>0.05 p=0.08, p>0.05 p=0.09, p>0.05
DMSO
Kontrol- | p=0.035, p<0.05 | p=0.03, p<0.05 p=0.052, p>0.05
2.5 M
Kontrol- | p=0.03, p<0.05 p=0.025, p<0.05 p=0.055, p>0.05
5 pM
Kontrol- | p=0.025, p<0.05 | p=0.023, p<0.05 | p=0.057, p>0.05
10 pM
Kontrol- | p=0.028, p<0.05 p=0,018, p<0.05 p=0.02, p<0.05
25 pM
Kontrol- | p=0.020, p<0.05 | p=0,017, p<0.05 | p=0.012, p<0.05
50 pM
Kontrol- | p=0.017, p<0.05 p=0.015, p<0.05 p=0.011, p<0.05
100 pM
Kontrol- | p=0.016, p<0.05 | p=0.013, p<0.05 | p=0.01 p<0.05
200 pM
Kontrol- | p=0.015, p<0.05 p=0.013, p<0.05 p=0.01, p<0.05
300 pM

Cizelge 4.2° de belirtildigi tlizere 24 saatte 25 pM konsantrasyonda kontrol
grubuna gore metabolik aktivitenin % 19 (+4) oraninda azaldigi goriiliirken 300
uM konsantrasyonda bu oranin % 69 oldugu goriilmektedir. 72 saatte ise 25 pM
konsantrasyonda kontrol grubuna goére metabolik aktivitenin % 50 (1) oraninda
azaldigi, 300 uM konsantrasyonda bu oranin % 89’ lara ¢iktigi goriilmektedir.
Elde edilen verilere gore 24 saatten itibaren 72 saate kadar resveratroliin BJ
hiicrelerinin metabolik aktivitesi {izerine 25 pM’ dan itibaren etki gosterdigi bu

etkinin 300 M’ da en fazla goriildiigii belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. WST-1 testine gore 25, 50, 100, 200 ve 300 uM konsantrasyonlarda
24, 48 ve 72 saat i¢in kontrole gdre metabolik aktivitedeki %
azalma degerleri

24 Saat 48 Saat 72 Saat
25 M % 19 (£4) % 39 (£2) % 50 (1)
50 pM % 39 % 62 (£8) % 71 (£2)
100 pM % 55 (+1) % 78 % 75 (+2)
200 pM % 60 % 77 (+4) % 85 (+1)
300 pM % 69 % 82 (+1) % 89
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Sekil 4.1. BJ hiicrelerinin resveratrol ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgiilen % metabolik aktivite degerlerinin (ortalama+standart sapma)
grafiksel olarak degerlendirilmesi

Sonug olarak kontrol grubuna gore 25, 50, 100, 200 ve 300 uM
konsantrasyonlarinda % metabolik aktivite degerlerinde zamana bagl olarak
azalma gozlenirken 2.5, 5, 10 uM konsantrasyonlarda herhangi bir etki

gozlenmemistir.
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WST-1 sonucu elde edilen veriler, resveratrolin BJ hiicrelerinin metabolik
aktivitesinde 25 pM’ dan itibaren (zamana ve doza bagli olarak) azalmaya neden
oldugunu gostermektedir.

4.2. Hiicre Proliferasyonunun BrdU Testi ile Degerlendirilmesi

BrdU testi, proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU (5-
bromodeoksiiiridin) baglanmasini saptayan bir testtir. Yapilan bu test ile farkli
konsantrasyonlarda  uygulanan resveratroliiniin  BJ  hiicrelerinin  hiicre
proliferasyonu {iizerine etkisinin olup olmadigi belirlenmistir. 96 kuyucuklu
plaklara her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde alman BJ hiicreleri kontrol,
DMSO ve 2,5-5-10-25-50-100-200-300 puM olmak tizere farkli resveratrol
konsantrasyonlariyla muamele edilerek 24, 48 ve 72 saat siiresince 37°C” de, %5
CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir. Boliim 3.2.8” de verilen protokole gore
BrdU testi 3 kere tekrar edilmistir. Resveratrol ile muamele edilen hiicrelerin
absorbans degerleri kontrol degeri ile normalize edilerek grafige aktarilmistir.

Cizelge 4.3° de gosterildigi gibi 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda kontrol
ile DMSO Kkarsilastirildiginda hiicre proliferasyonu agisindan iki grup arasinda
anlamhi bir farklilik saptanmamistir. Kontrol ve DMSO arasinda anlamli bir
farkliligin olmamasi resveratroliin i¢inde ¢oziildigii kimyasal olan DMSO’ nun
hiicrelerin proliferasyonu iizerine etki etmedigini gostermektedir. Kontrol ve 2.5, 5
ve 10 uM konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saatte kontrol ile karsilagtirildiginda p
degerinin p>0.05 oldugu gorilmektedir. Sekil 4.2 de de gorildiigii iizere bu
konsantrasyonlarda resveratroliin BJ fibroblastlar1 {izerinde herhangi bir etkisinin
olmadigi, hiicrelerin zamana bagli olarak c¢ogalmalarina devam ettikleri

belirlenmigtir.
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Sekil 4.2. BJ hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat resveratrol ile muamelesi sonrasinda
BrdU testi ile dlciilen % BrdU inkorporasyonunun (ortalamazstandart
sapma) grafigi

Cizelge 4.4’ de belirtildigi tlizere 24 saatte 25 uM konsantrasyonda kontrol
grubuna gore metabolik aktivitenin % 44 (£3) oraninda azaldig1 goriiliirken 300
uM konsantrasyonda bu oranin % 73 (x1) oldugu gosterilmektedir. 72 saatte ise
25 uM konsantrasyonda kontrol grubuna gore metabolik aktivitenin % 75 oraninda
azaldigi, 300 uM konsantrasyonda bu oranin % 106’ lara ¢iktig1 gortilmektedir.
Elde edilen verilere gore 24 saatten itibaren 72 saate kadar resveratroliin BJ
hiicrelerinin proliferasyonu {izerine 25 uM’ dan itibaren etki ettigi bu etkinin 300
UM’ da en fazla goriildiigii belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. WST-1 testine gore DMSO ve 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 uM

konsantrasyonlarin kontrolle karsilastirilmasi ve p degerleri

24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol- | p=0.08, p>0.05 p=0.07, p>0.05 p=0.065, p>0.05
DMSO
Kontrol- | p=0.085, p>0.05 | p=0.065, p>0.05 | p=0.062, p>0.05
2.5 M
Kontrol- | p=0.09, p>0.05 p=0.07, p>0.05 p=0.062, p>0.05
SuM
Kontrol- | p=0.09, p>0.05 p=0.07, p>0.05 p=0.064, p>0.05
10 pM
Kontrol- | p=0.037, p<0.05 p=0,025, p<0.05 p=0.012, p<0.05
25 pM
Kontrol- | p=0.038, p<0.05 | p=0,024, p<0.05 | p=0.012, p<0.05
50 pM
Kontrol- | p=0.035, p<0.05 p=0.023, p<0.05 p=0.011, p<0.05
100 pM
Kontrol- | p=0.036, p<0.05 | p=0.021, p<0.05 | p=0.009 p<0.05
200 pM
Kontrol- | p=0.039, p<0.05 p=0.02, p<0.05 p=0.009, p<0.05
300 pM

Cizelge 4.4. BrdU testine gore 25, 50, 100, 200 ve 300 uM konsantrasyonlarda 24,
48 ve 72 saat i¢in kontrole gore metabolik aktivitedeki % azalma

degerleri
24 Saat 48 Saat 72 Saat
25 M % 44 (£3) % 63 (£3) % 75
50 pM % 52 (£6) % 71 (£6) % 84 (x1)
100 pM % 63 (£2) % 76 (£3) % 91 (£1)
200 pM % 68 (+2) % 81 (£1) % 95
300 pM % 73 (£1) % 86 (£3) % 106

Gozlenen bu artig, resveratroliin diisiikk konsantrasyonlarinda proliferasyona etki
etmedigi buna bagli olarak da hiicrenin normal proliferasyonuna devam ettigini
gostermektedir.
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Sonug olarak yapilan bu test ile resveratroliin BJ hiicrelerinde proliferasyonu 25
puM’ dan itibaren azalttig1 belirlenmistir.

4.3.Hiicre  Proliferasyonuna  Bagh  Olarak  Olusan  Ki-67
Ekspresyonunun Belirlenmesi

Resveratroliin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin belirlendigi BrdU testine
paralel olarak Ki-67 immiin floresan boyama ydntemi ile hiicreler boyanmustir.
Insanda bulunan Ki-67 proteinin ekspresyonu hiicre proliferasyonuyla
iligkilendirilmistir. Mitozda bir¢ok protein kromozomlarin ylizeyine yerlesirken
Ki-67 interfaz boyunca cekirdek igerisinde tespit edilebilir. Ki-67 proteini hiicre
dongiisiiniin biitiin aktif fazlarinda bulunur (G1,S,G2, mitoz) fakat GO’ daki
hiicrelerde yoktur. Bu da Ki-67 yi verilen hiicre popiilasyonunun biiylime
fraksiyonunu belirlemek i¢in 6nemli bir marker haline getirmektedir (Scholzen ve
Gerdes, 2000).

Hiicreler Ki-67 ve DAPI ile boyandiktan sonra floresan mikroskop ve dijital
kamera kullanilarak fotograflanmistir. Cekirdek boyamasi olan DAPI hiicrelerin
¢ekirdeklerinin goriiniir hale gelmesi i¢in kullanilmustir. Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve
Sekil 4.5* te kontrol, DMSO ve 25-50-100-200-300 pM konsantrasyonlarda
resveratrol ile 72 saat muamele edilen hiicrelerin proliferasyona devam edip
etmedikleri Ki-67 ile pozitif olarak boyanan (yesil) hiicrelerin varligi ile
goriilmektedir. Buna gore Sekil 4.3’ te kontrol ve DMSO gruplarinda hiicrelerin
proliferasyona devam ettikleri goriilmektedir. Sekil 4.4° te goriildigi lizere 25 ve
50 uM konsantrasyonlarda resveratrol eklenen BJ hiicrelerinde Ki-67 boyamasi
DAPI ile karsilagtirildiginda Ki-67 ekspresyonunda azalma saptanmistir. Sekil
4.3’ te gosterilen kontrol grubu ile Sekil 4.4 ve 4.5’ te gosterilen 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlarda hiicrelerde Ki-67 ekspresyonunda azalma saptanirken Sekil
4.5 te gosterilen 200 ve 300 pM konsantrasyonlarda ise Ki-67 ekspresyonu
hemen hemen hi¢ goriilmemektedir.



DAPI

Kontrol

Ki-67

DMSO

DAPI

Ki-67

Sekil 4.3. Kontrol ve DMSO gruplarinda Ki-67 ve DAPI boyamas1 (20x)

DAPI

Ki-67
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50 uM

DAPI Ki-67

Sekil 4.4. 25 ve 50 uM resveratrol uygulanan BJ fibroblastlarinda Ki-67 ve DAPI
boyamasi (20x)

100 pM

DAPI Ki-67

200 uM

DAPI Ki-67
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300 uM

DAPI Ki-67

Sekil 4.5. 100, 200 ve 300 uM resveratrol uygulanan BJ fibroblastlarinda Ki-67 ve
DAPI boyamasi (20x)

Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5° te DAPI ve Ki-67 boyamasi yapilan hiicrelere ait
3 alan belirlenmis ve Ki-67 pozitif boyanan hiicrelerin %’ si alinarak
ortalamatstandart sapma degerleri hesaplanarak grafik haline getirilmistir.
Istatistiksel olarak Kontrol ve DMSO arasinda anlamli bir fark gériilmezken
(p=0.06, p>0.05) 25 uM’ dan itibaren diger konsantrasyonlarda kontrolle
aralarinda anlamli bir fark vardir (p=0.012, p<0.05). Istatistiksel acidan kontrolle
aralarinda anlamli bir fark olmasi hiicre proliferasyonunun 25 uM’ dan itibaren
azalma gosterdigine isaret etmektedir. Sekil 4.6° da goriildiigi gibi kontrol
grubunda % 90 (£2), DMSO’ da % 88 (+2), 25 uM konsantrasyonda % 46 (£3), 50
uM konsantrasyonda % 42 (£5), 100 uM konsantrasyonda % 33 (+2), 200 uM
konsantrasyonda % 25 (£1), 300 uM konsantrasyonda % 15 (£1) oraninda Ki-67
pozitif boyanmis hiicre goriilmektedir.
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Sekil 4.6. 72 saat resveratrol ile muamele edilen BJ hiicrelerindeki Ki-67
ekspresyonun % olarak (ortalamatstandart sapma) degerlendirilmesi

Sonu¢ olarak 72 saat resveratrol ile muamele edilen hiicrelerin Ki-67
ekspresyonunda doza bagl olarak azalma meydana geldigi saptanmistir. Ki-67
ekspresyonunda meydana gelen azalma resveratrolin BJ hiicrelerinin

proliferasyonunu durdurdugunu gostermektedir.
4.4. Senesense Bagh Olarak Artis Gosteren p-galaktozidaz Aktivitesi

Senesensin bilinen biyokimyasal karakteristigi, SA-B-gal (senescence associated
B-galactosidase) yani senesense bagli olarak ortaya c¢ikan [-galaktozidaz
aktivitesinde goriilen asir1 artistir.  Senesensin test edilmesinde standart
protokollerde yer alan SA-B-gal aktivitesi BJ hiicrelerinin 72 saat resveratrol ile
muamelesi sonunda Ol¢iilmiistiir. 72 saat sonunda hiicreler 6ncelikle % 2’ lik
paraformaldehit ile fikse edilmis ve daha sonra verilen X-gal substratinin
parcalanmasi yontemi ile senesense ugrayan hiicreler mavi boyanirken kontrol

hiicrelerinde, DMSO ve 5 pM konsantrasyonda herhangi bir boyama tespit
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edilmemistir (Sekil 4.7). 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda hiicrelerdeki
boyamanin pozitif oldugu Sekil 4.7’ de goriilmektedir. Bu konsantrasyonlarda
hiicrelerin senesense ugradiklart Sekil 4.8’ de kirmiz1 ok isaretiyle gosterilmistir.
Bunun yanisira Sekil 4.7° de goriildiigii iizere 200 ve 300 pM konsantrasyonlarda
resveratrol eklenen hiicrelerde ise senesensin yerine hiicre Sliimiiniin basladigi,
maviye boyanan hiicrelerin azalmasindan ve hiicrelerin morfolojik olarak senesens

karakteristigini kaybedip daha ¢ok biiziismeye baslamasindan anlasilmaktadir.

Kontrol DMSO

SpM 25 nM
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Sekil 4.7. Resveratrol ile muamele edilen BJ fibroblastlarinda Sap-Gal boyamasi
(10x)
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Sekil 4.8. 25, 50, 100 uM resveratrol ile muamele edilen BJ fibroblastlarinda Saf-
Gal boyamasi (20x)

4.5. TUNEL Testi ile Apoptozisin Degerlendirilmesi

Resveratrol ile muamele edilen BJ hiicrelerinde hiicre 6liimii/apoptozis meydana
gelip gelmedigi TUNEL testi ile belirlenmistir.

Sekil 4.9’ da goriildiigii gibi TUNEL-negatif oldugu ve kontrol, DMSO
gruplarinda apoptotik hiicre 6liimiiniin olmadig1 saptanmustir.



DAPI

DAPI
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Kontrol

TUNEL

DMSO

TUNEL

Sekil 4.9. 72 saat inkiibasyon sonrasinda Kontrol ve DMSO gruplarinda TUNEL

ve DAPI boyamasi (20x)

Sekil 4.10° da goriildiigii iizere 72 saat 25, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda

resveratrol uygulanan hiicreler TUNEL negatif olarak boyanmustir.
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DAPI

TUNEL

DAPI

50 pM

TUNEL

100 pM

DAPI

TUNEL

Sekil 4.10. 25, 50, 100 pM konsantrasyonlarda resveratrol ile 72 saat muamele
sonrasinda TUNEL ve DAPI boyamas1 (20x)
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Sekil 4.11° de goruldiigi tizere 200 uM konsantrasyonda hiicreler TUNEL negatif

boyanirken, 300 pM konsantrasyonun uygulandigi

apoptotik

cisimciklerin varlig1 bu hiicrelerin yesile boyanmasiyla tespit edilmistir. Yesile

boyanan hiicreler ok isaretiyle gdsterilmistir.

200pM

DAPI

TUNEL

300uM

DAPI

TUNEL

Sekil 4.11. 200, 300 uM konsantrasyonlarda resveratrol ile 72 saat muamele
sonrasinda TUNEL ve DAPI boyamas1 (20x)
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4.6. Western Blot Analizi ile Sirtiiin Aktivasyonunun Degerlendirilmesi

BJ hiicreleri Boliim 3.2.6° da belirtilen dozlarda resveratrolle 37°C’ de, % 5 CO,
iceren ortamda 72 saat inkiibe edilmis ve Boliim 3.2.12. ve 3.2.13.” te belirtildigi
gibi lizat ve ekstrakt yapilip Western Blot analizi i¢in kullanilmistir. Bu yontemle
sirtiin proteinlerinden Sirtl, 2, 3, 6, 7 ifadesi analiz edilmistir. Ayrica bir house-
keeping gen (genel olarak zaman ya da kosula bagli olarak ifade diizeyi degismez)
olarak bilinen B-actin geninin ifadesi de bu analizde yiiklenen protein miktarimin
esit oldugunu gostermek amaciyla kontrol olarak kullanilmistir. Western Blot
analizi sonucu elde edilen veriler Image] programiyla densitometre analizi
yapilarak degerlendirilmistir. Yapilan densitometre analizi sonucu elde edilen bant
yogunluklari B-actin ile normalize edilerek % degerler olarak grafige aktarilmistir.

Sekil 4.12° de resveratrol ile muamele edilen BJ fibroblastlarinda Sirtl proteinin
ifade diizeyi 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda kontrole gore
belirgin bir azalma gdstermistir. 2,5 uM ve 5 puM konsantrasyonlar kontrolle
kiyaslandiginda herhangi bir degisiklik saptanmamustir.
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120 kDa Sirt-1

43 kDa m Bragtin

Sekil 4.12. Resveratrol ile 72 saat muamele edilen BJ fibroblastlarinda WB analizi
ile Sirt1 ifade diizeyi
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Sekil 4.13° te Western Blot analizinde goriilen bant yogunlugunun densitometre
analizi sonucunda Sirtl’in bant yogunlu B-actin ile normalize edilerek % olarak
verilmistir. Grafige gore 10 uM’ dan itibaren bant yogunlugunda azalma oldugu
goriilmektedir. Azalmanimn meydana geldigi konsantrasyonlarin senesensin
goriildiigii konsantrasyonlar oldugu da dikkat cekmektedir.
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Resveratrol konsantrasyonlari

Sekil 4.13. Sirtl ifadesinin % olarak degerlendirilmesi

Sekil 4.14° te resveratrol ile muamele edilen BJ fibroblastlarinda Sirt2 proteinin
ifade diizeyinin 50 pM ve 100 uM konsantrasyonlarda kontrole gore azalma
gosterdigi goriilmektedir. 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlar
kontrolle kiyaslandiginda herhangi bir degisiklik saptanmamustir.
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Sirt-2

B-actin

Sekil 4.14. Resveratrol ile 72 saat muamele edilen BJ fibroblastlarinda WB analizi
ile Sirt2 ifade diizeyi

30+ B 72 Saat

% Bant Yogunlugu

Kontrol 2,5 5 10 25 50 100 pM
Resveratrol konsantrasyonlari

Sekil 4.15. Sirt2 ifadesinin % olarak degerlendirilmesi

Sekil 4.15° e gore Sirt2 ifadesinin 50 ve 100 uM’ da kontrole gore azaldigi

goriilmektedir. Sirtl’ de ifade edildigi gibi bu konsantrasyonlar senesensin
meydana geldigi konsantrasyonlarla ortiismektedir.
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Sekil 4. 16> da Sirt3 ifade diizeyinde kontrole gore herhangi bir degisiklik
olmadig1 goriilmektedir.

Kontrol
2,5 M
pM
10 pM
25 nM

i.
L' 50 nM

5

5%

Sirt-3

E | 1oopm

44 kDa

Sekil 4.16. Resveratrol ile 72 saat muamele edilen BJ fibroblastlarinda WB analizi
ile Sirt3 ifade diizeyi

Yapilan densitometre analizi sonucunda Sirt3 ifadesinde herhangi bir degisiklik

olmadigi Sekil 4.17° de gosterilmistir.

35— EEEE 72 Saat

30 4

25 1

on 20

unlugu

o 15

10

% Bant Yo

Kontrol 2,5 5 10 25 50 100 uM

Resveratrol konsantrasyonlari

Sekil 4.17. Sirt3 ifadesinin % olarak degerlendirilmesi
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Sekil 4. 18’ de Sirt6 ifade diizeyinde kontrole gore herhangi bir degisiklik
olmadig1 goriilmektedir. Bant yogunlugunun daha net goriilebilmesi i¢in Sekil
4.19° da verilen bant yiizdeleri verilmistir. Bant ylizdelerinde de Sirt6 ifadesinin

degismedigi gosterilmistir.

SuM
10 pM
25 uM

0 uM
100 uM

J Kontrol
5

Sirt-6

43 kDa Ilm B-actin

Sekil 4.18. Resveratrol ile 72 saat muamele edilen BJ fibroblastlarinda WB analizi

ile Sirt6 ifade diizeyi
14
12
10

% Bant Yogunlugu
=)

Kontrol 2,5 5 10 25 50 100 pM

Resveratrol konsantrasyonlar:

Sekil 4.19. Sirt6 ifadesinin % olarak degerlendirilmesi
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Sekil 4. 20’ de Sirt7 ifade diizeyi B-actin ile kiyaslandiginda kontrole gore
herhangi bir degisiklik olmadigi goriilmektedir. Bu analizin daha net yapilabilmesi
icin Sekil 4.21° deki grafik degerlendirilmistir. Grafikte de goriildiigli gibi Sirt7
ifadesinin kontrole gore degismedigi saptanmustir.

45 kDa [—- - S s e W e | Sirt-7

Sekil 4.20. Resveratrol ile 72 saat muamele edilen BJ fibroblastlarinda WB analizi
ile Sirt7 ifade diizeyi

60 - RN 72 Saat

% Bant Yogunlugu

Kontrol 2,5 5 10 25 50 100 pM
Resveratrol konsantrasyonlari

Sekil 4.21. Sirt7 ifadesinin % olarak degerlendirilmesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, resveratroliin hiicresel yaslanmanin indiiklenmesi ve sirtiiinlerin
aktivasyonundaki rolii insan normal dermal fibroblastlar1 (BJ) kullanilarak
arastirllmigtir. Yapilan tez ¢alismasinda Oncelikle WST-1 testi ile metabolik
aktivite ve hiicre canliligi Slgiilmiistiir. WST-1 testine gore 24, 48 ve 72 saat
resveratrol ile muamele edilen BJ fibroblastlarinda {i¢ zaman diliminde de 25 uM’
dan itibaren azalma saptanmistir. Bu azalma 25 uM’ da 24 saat i¢in % 19 iken 72
saatte % 50’ ye yiikselmistir. Verilen en yliksek konsantrasyon olan 300 uM’ da
bu oran 72 saatte % 89’ a kadar ¢ikmustir.

WST-1 testi ile saptanan bulgular BrdU testi ile desteklenmistir. BrdU testine gore
25 uM’ da 24 saatte % 44 iken 300 uM’ da % 73’ lere kadar ¢ikmistir. 48 saatte
ise 25 M’ da % 63 iken 300 uM’ da % 86, 72 saatte ise % 75 iken % 106’ lara
kadar ¢ikmistir. Yapilan Ki-67 immiin boyamasi ile hiicrelerin boliinmeye devam
edip etmedikleri tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore 72 saatte 25puM’
dan itibaren BJ fibroblastlarinda hiicrelerin boliinmesini azalttigi saptanmistir. Bu
calismada kullanilan Ki-67 boyama yontemi benzer sekilde Faragher (2011)
tarafindan yapilan calismada MRCAS ve HCA2 fibroblast hiicrelerinin 2.5, 5, 10,
25, 50, 100 uM resveratrol ile 48 saat muamele edilmesi sonrasinda da
kullanilmigtir. 10 uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda biiyiime fraksiyonunda
herhangi bir degisiklik gézlenmezken, 25 uM ve iizeri konsantrasyonlarda biiyiime
fraksiyonunda azalma gdzlenmis ve senesens fraksiyonunda artig oldugu yapilan
Sap-Gal boyamasi ile rapor edilmistir (Faragher vd., 2011). Dolayisiyla elde

ettigimiz sonuglar literatiirle de uyumluluk gostermektedir.

Diiz kas hiicreleriyle yapilan bir bagka ¢aligmada ise 6.25—12.5 uM resveratroliin
yine hiicre dongisiinii bloke ettigi ancak bu hiicrelerde elde ettigimiz bulgularin
aksine 25 pM resveratroliin bile apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Mnjoyan
ve Fujise, 2003). Bu durum her iki hiicre tipinin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
Resveratroliin kanser hiicrelerinde de senesensi indiikledigini gosteren bagka
calismalar bulunmaktadir. Ornegin osteosarkom ve adenosarkom hiicre dizileriyle
yapilan bir ¢alismada senesensi belirlemek amaciyla hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat
0-50 uM resveratrol ile muamele edilmistir ve Sap-Gal boyamasi kullanilmistir.
Sonug olarak bu hiicrelerde de bizim bulgularimiza benzer sekilde resveratroliin
48 saatten itibaren senesensi indiikledigi gosterilmistir.
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Yapilan bu tez caligmasina benzer sekilde normal insan fibroblastlarinin
kullanildig1 ¢alismalardan biri Giovannelli vd. (2011) tarafindan yapilmistir. Bu
calisgmada MRCS5 fetal akciger dokusundan tiiretilen normal insan fibroblastlari
kullanilmis ancak ve bizim elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde resveratroliin
diisiik konsantrasyonlarda (1-5 uM) MRCS hiicrelerinin replikatif kapasitelerini
inhibe etmedigi gosterilmistir.

Yukaridaki ¢aligmanin aksine yani senesens aktivitesinin 7 giinden sonra artig
gosterdigini rapor eden ¢aligmalar da mevcuttur. Bu ¢aligsmalarda endotel hiicreleri
kullanilmig ve SaP-Gal aktivitesine bakilarak senesens karakteri belirlenmistir
(Xia vd., 2008; Schilder vd., 2009).

Yapilan tiim bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar ve bu tez calismasindan elde
edilen sonucglar birlikte degerlendirildiginde resveratroliin hiicresel diizeyde
yaglanmay1 indiikleyici etkisinin doza ve zamana bagl oldugu ve ayrica hiicre
veya dokuya gore de farklilik gosterebildigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Caligmamizda kullandigimiz TUNEL boyama yontemiyle resveratroliin sadece
cok yiiksek konsantrasyonda (300 uM) hiicre Sliimiinii indiikledigi gosterilmistir.
Resveratroliin baz1 kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limiinii indiikledigine
dair yapilan ¢aligmalar mevcuttur (Kao vd., 2009; Hussain vd., 2011; Whitlock
vd., 2011). Kao vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada TUNEL boyamasi ile 150
UM resveratroliin kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimiinii indiikledigi
gosterilmistir. Hussain (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise 24 saat 50 uM
resveratrol ile muamele edilen lemfoma hiicrelerinde apoptozis saptanmustir.
LNCaP prostat kanser hiicrelerinde (Morris vd., 2002), DU-145 prostat kanser
hiicrelerinde 72 saat 200 uM’ da (Lin vd., 2002), fare myeloid 16semi hiicrelerinde
72 saat 100 uM’ da (Gao vd., 2002), insan kronik 16semi hiicrelerinde (Roman vd.,
2002) ve MCF7, SW480, HCE7, Seg-1, HL60 (Joe vd., 2002) gibi diger kanser
hiicrelerinde 48 saat 300 uM’ da ve U251 glioma hiicrelerinde (Jiang vd., 2005)
48 saatte 100 puM’ da apoptozisi indiikledigi bildirilmistir. Dolayisiyla
resveratroliin apoptotik etkisiyle ilgili elde edilen bulgularimiz BJ hiicrelerinde
elde edilen ilk bulgular olup farkli hiicre dizilerini kapsayan literatiir bilgisiyle de
paralellik gostermektedir.

Gorildiigi lizere yapilan ¢aligmalarda resveratroliin hiicre boliinmesini durdurucu,
senesensi ve apoptozisi indiikleyici etkisini gOsteren ¢ok sayida c¢alisma
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bulunmaktadir (Mnjoyan ve Fujise, 2003; Rusin vd., 2009; Kao vd., 2009; Hussain
vd., 2011; Whitlock vd., 2011, Luo vd.,2013). Ancak yapilan bu caligsmalardan
resveratroliin hiicresel diizeyde senesensi indiikleyici etkisi oldugu acikca
goriiliirken sirtiiinlerle olan iligkisi ortaya konmamistir. Bununla beraber model
organizmalarda yapilan ¢alismalarda ise resveratroliin Sirt1’ i aktive ederek yasam
sliresini uzattif1 ve resveratroliin yaslanmay1 geciktirici etkisini sirtiiinlerin
aktivasyonu tizerinden gerceklestirdigini gosteren caligmalar bulunmaktadir
(Brooks ve Gu, 2009; Tang vd., 2012; Kavas vd., 2013). Bundan baska Yamashita
vd. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada insan gobek bagi fibroblastlar1 (HUC-F2)
5 uM resveratrol ile 12 saat boyunca inkiibe edildikten sonra Sap-Gal aktivitesinde
azalma meydana gelmistir. Sirtl aktivasyonunda ise artis gézlenmistir. Bu sonug
insan gObek bagi fibroblastlarinda Sirtl’ in hiicresel senesensi Onledigini
gostermektedir. Calismamizda ise resveratroliin diisiik konsantrasyonunda Sirtl
ifadesinde herhangi bir degisiklik gozlenmezken hiicresel yaslanma da
goriilmemistir. Ancak Sirtl ifadesi azaldigi andan itibaren hiicresel yaslanma
goriilmeye baglanmistir. Bu durum literatiir bilgisiyle uyum gostermektedir.

Resveratroliin yaslanmay1 engelleyici etkilerinin insanda arastirilabilmesi ya da
goriilmesi miimkiin olmadigi i¢in in vitro da insan hiicrelerinde hiicresel diizeyde
bu durumun, varsa diger etkilerinin, ozellikle de yaslanmay1 geciktirici etkisi
sirtliinlerin aktivasyonu iizerinden gergeklestigi icin sirtiiinlerin roliinlin ortaya
¢ikarilmast Onemlidir. Bu durumu aydinlatmak amaciyla bu c¢alismada
resveratroliin normal dermal insan fibroblastlarinda (BJ) yaslanma {izerine olasi
etkileri ve yapilan western blot analizleriyle resveratroliin sirtiiinleri aktive edip

etmedigi de belirlenmistir.

Resveratroliin BJ fibroblastlarinda zamana ve doza bagli olarak hiicresel senesensi
indiikledigi ve ilging bir sekilde senesensin indiiklendigi konsantrasyonlarda da
Sirt3, Sirt6 ve Sirt7’ nin ifadesinde herhangi bir degisiklik goriilmezken 6zellikle
yaslanmay1 geciktirici rolii oldugu diisiiniilen Sirtl ve Sirt2’ nin ifadesinde azalma
oldugu saptanmigtir. Bu da aslinda resveratrol tarafindan hiicresel yaslanmanin
indiiklendigi durumlarda hiicre igerisinde Sirtl ve 2’ nin ifadesini regiile eden
programli mekanizmalar olduguna isaret etmektedir. Ayrica Sirt3, Sirt6 ve Sirt7’
nin de hiicresel yaslanmayla iliskili herhangi bir roli olmadigim

distindiirmektedir.
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Sonug olarak bu ¢alismada,;

1) BJ hiicrelerinde resveratroliin 25 pM’ dan itibaren metabolik aktiviteyi
azalttig1 yapilan WST-1 testi ile saptanmustir.

2) Resveratroliin hiicre bilylimesini inhibe ettigi ise yapilan BrdU testi ve Ki-
67 boyama yontemi ile tespit edilmistir.

3) BJ hiicrelerinin metabolik aktivitesinde ve proliferasyonlarinda meydana
gelen azalma nedeniyle hiicrelerde erken yaslanma meydana gelmistir.
Resveratroliin hiicresel yaslanmanin indiiklenmesinde rolii oldugu yapilan Saf-Gal
boyama yontemiyle tespit edilmistir.

4) Resveratroliin sirtiiinler tizerinde etkisinin belirlenmesi i¢in western blot
analizi yapilmis ve sonugta resveratroliin Sirtl ve Sirt2’ nin ifadesinde azalmaya
neden oldugu, Sirt3, Sirt6 ve Sirt7’ nin ifadesinde herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 saptanmistir. Hiicresel yaslanma meydana geldigi sirada Sirtl ve Sirt2
diizeylerinde azalma oldugu ilk kez bu c¢alisma ile belirlenmistir.

5) Resveratroliin sadece yiiksek konsantrasyonda (300 uM) apoptozise neden
oldugu da bu ¢alisma da saptanmustir.

Resveratrol ve hiicresel yaslanma iizerine gergeklestirilen ¢aligmalara ragmen hala
resveratroliin hiicresel yaglanmay1 nasil etkiledigi, Sirtl ve Sirt2 ifadesinde azalma
meydana getirirken resveratrolin bu etkiyi nasil ve hangi sinyal yolaklar
araciligryla yaptigi, ayrica resveratrol eklenen farkli hiicre dizilerinde sirtiiinlerin
ifade diizeylerinin arastirllmasi, aydinlatilmay1r bekleyen yeni sorulardan
bazilaridir.
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