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Amac: Bu calismanin amaci; HL-60 (promyelositik 16semi) ve Raji (Burkitt
lenfoma) hiicrelerinde, resveratrol uygulamasi sonrasi mikroRNA (miRNA)

profillerinin belirlenmesi ve apoptoz oranlarinin immiinohistokimyasal metodlarla
belirlenmesidir.

Gere¢ ve Yontemler: Deney dizayni dort hiicre kiiltliri grubu {izerinden
yapilmistir; 1. grup: HL-60 (Kontrol), 2. grup: HL-60 + resveratrol, 3. grup: Raji
ve 4. grup: Raji + resveratrol. Ardindan iki tekrarli mikroarray analizi yapilmis,
biyoenformatik analiz ile farkli miRNA ekspresyonlari saptanmis ve sonrasinda
es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (EZ-PZR) ile validasyon yapilmistir. Ayrica
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemi ve
immiinohistokimyasal belirtecler ile apoptoz orani belirlenmistir.

Bulgular: Mikroarray analizi sonrasinda HL-60 (kontrol) ve HL-60 + resveratrol
gruplar arasinda farkli eksprese olan sekiz adet miRNA (hsa-miR18a, hsa-let-7d,
hsa-let-7b, hsa-miR-1246, hsa-miR-320b, hsa-miR-92a, hsa-miR-609 ve hsa-miR-
337-3p) saptanmustir. Resveratrol verilen Raji grubunda kontrol grubuna kiyasla
bir tane farkli miRNA (hsa-miR-378) eksprese olmustur. Validasyon amaciyla
yapilan EZ-PZR'de dort adet miRNA (miR-18a, miR-92a, miR-320a, miR-378) ile
konfirmasyon gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla resveratrol verilen HL-60
grubunda apoptoz (TUNEL) orani 2 kat daha ylksek olarak saptandi. Raji grubu
ile resveratrol verilen Raji grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamis olmakla
birlikte resveratrol verilen grupta apoptoz oraninda bir artma egilimi saptand.
Bununla birlikte gruplar arasinda immiinohistokimyasal analizde 6zellikle Fas ve
kaspaz belirtecleri daha belirgin olarak eksprese oldu.

Sonug: Bu calismada dogal bir biyoaktif madde olan resveratroliin HL-60 ve
Raji hiicrelerindeki etkisine bakilmis ve farkli miRNA ekspresyonlari saptanmistir.
Ayrica hiicre 6liminiin de 6zellikle kaspaz ve Fas mekanizmasi lizerinden oldugu
diistiniImustir. Bununla birlikte I16semi ve lenfomadaki olasi terapotik potansiyelleri
sebebiyle ileri fonksiyonel ve organizma calismalarinin da yapilmasi gerekmektedir.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to determine the microRNA (miRNA) profiles and the apoptosis rates in the HL-60
(promyelocytic leukemia) and Raji (Burkitt's lymphoma) cell lines after resveratrol administration.

Materials and Methods: The experimental design included four cell culture groups: group 1: HL-60 (control), group 2: HL-60 +
resveratrol, group 3: Raji, and group 4: Raji + resveratrol. Then, two repeated microarray analyses were performed. The different
miRNA expressions were identified by bioinformatic analysis and after that, validation was performed by simultaneous polymerase
chain reaction. Besides, apoptosis ratio was determined with terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL)
assay and immunohistochemical markers.

Results: By microarray analysis, eight miRNAs (hsa-mir18 to, hsa-let-7d, hsa-let- 7b, hsa-mir-1246, hsa-miR-320b, hsa-miR-92a,
hsa-miR-609 and hsa-miR-337-3p) which have different expression levels between the HL-60 (control) and HL60 + resveratrol groups
were detected. There was one miRNA (hsa-miR-378) which was differently expressed between Raji (control) and Raji + resveratrol
groups. Four miRNAs (miR-18a, miR-92a, miR-320a, miR-378) expression levels were confirmed with simultaneous polymerase
chain reaction for validation. The apoptosis (TUNEL) rate of HL-60 + resveratrol group was two times higher compared to the HL-60
control group. There was no significant difference in apoptosis (TUNEL) rate between the groups of Raji control and Raji + resveratrol.
However, it showed a tendency to increase in resveratrol-administrated Raji cells. However, in the immunohistochemical analysis,
especially Fas and caspase markers were more prominently expressed.

Conclusion: In this study; effects of resveratrol, natural bioactive substances, on HL-60 and Raji cells were evaluated and different
miRNA expression levels were detected. In addition, cell death was thought to be especially through the caspase and Fas mechanism.
However, considering their therapeutic potential in leukemia and lymphoma further functional and organism studies are needed.

hiicrelerde hiicre donglsini G1 fazinda durdurarak
kaspaz-bagimli apoptoz yaptigi gosterilmistir (12).
MikroRNA’'lar (miRNA), yaklasik 22 nikleotid
uzunlugunda, kigclk, kodlama yapmayan RNA
molekdlleridir (13). Pek c¢ok protein kodlayan
transkripti hedef alarak post-trankripsiyonel gen
dizenlenmesinde goérev alirlar.  miRNA’lar pek
cok gelisimsel ve patolojik slrecte fonksiyon
gostermektedirler (13). miRNAlar, hiicre
kaderinin belirlenmesinde, proliferasyonda, hiicre
olimiinde, immiin cevapta, insllin salgilanmasinda,
norotransmitter sentezi, sirkadiyen ritm ve viral
replikasyon gibi pek ¢ok biyolojik slirecte gorev
almaktadir (14). Onemli gorevleri nedeniyle, miRNA
biyogenezi oldukca siki bir denetim altindadir ve bu
denetimin hatali dizenlenmesi c¢esitli hastaliklar
ile iliskilidir (13). Bunlar arasinda; HIV-1 gibi viral
hastaliklari (15), multipl skleroz (16) ve tip 2 diyabet
(17) gibi immun-iliskili hastaliklari, Parkinson (18) ve
Alzheimer (19) gibi norodejeneratif hastaliklari ve
cesitli kanser tiplerini (20-22) saymak mimkindur.
miRNA’larin  kanser Uzerindeki etkileri arasinda,
proliferasyon degisiklikleri, hiicre dénglsu kontrold,
apoptozisin,  farklilasmanin,  migrasyonun  ve
metabolizmanin dizenlenmesi sayilabilir (23,24).
Hedef miRNA'ya bagh olarak; miRNA’lar, tUmor
slipresor veya onkogenik olabilmektedir (24). Yapilan

Giris

Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene),
polifenolik bir bilesik olup Gzlim, kirmizi sarap, fistik ve
bazi dut tirleri gibi ¢esitli yiyeceklerde bulunmaktadir
(1). Resveratrol kesfinin ardindan yapilan ¢alismalar
ile, bu bilesigin anti-enflamatuvar, anti-timorojenik,
anti-oksidan etkilerinin oldugu ve memelilerde genel
saghg iyilestirdigi yoninde sonuglar bulunmustur
(2). Resveratrol, endojen bir anti-oksidan
kapasitesine sahip oldugu gibi, pek ¢cok antioksidanin
ekspresyonunu uyararak genel bir antioksidan etkisi
gosterir (3). Resveratroliin antioksidan aktivitesi ile
iliskili olan anti-timorojenik etkisi de hem in vivo hem
deinvitro deneylerle gésterilmistir (4-6). Buantikanser
etkinin hiicre déngusinun durdurulmasi ve/veya
apoptozdan kaynakli olabilecegi diisintlmustir (7).
Yapilan calismalar ile resveratroliin siklooksijenazi,
hidroksiperoksidazi, protein kinaz-C'yi, bcl-2 (B-cell
lymphoma gen-2) fosforilasyonunu, fokal adezyon
kinazi, matriks metalloproteaz-9’u ve hiicre dongusi
diizenleyicilerini inhibe ettigi gdsterilmistir (8). insan
promyelositik |6semi hiicreleri olan HL-60 hicreleri
ile yapilan galismalarda, resveratroliin bu hiicrelerin
canhhgini ve DNA (deoksiriboniikleik asit) sentezini
azalthg gosterilmistir (9-11). Resveratroliin, bliyiime
engelleyici ve antiproliferatif etkisinin, apoptotik
hicre o6liminin uyarilmasinin  sonucu oldugu

dustnudlmustar (9-11). Ayrica Raji (Burkitt lenfoma)
hiicre hatlariile yapilan bir calismada, resveratroliin bu
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(up veya down regiile) sebep oldugu gosterilmistir
(25). Bu galismanin da amaci; HL-60 ve Raji hiicre
hatlarinda, resveratrol uygulamasi sonrasi miRNA
profillerinin saptanmasi ve apoptoz oranlarinin
imminohistokimyasal metodlarla belirlenmesidir.

Gereg ve Yontemler

Hiicre Kaltiiri

Bu calismada HL-60 (pasaj=13, alt kiltiir=1/3-1/6)
ve Raji (pasaj=12, alt kiltlir=1/3-1/6) hucre hatlari
kullanilarak gruplara ayrildi; 1. grup: HL-60 (kontrol), 2.
grup: HL-60 + resveratrol, 3. grup: Raji ve 4. grup: Raji
+ resveratrol. Rutin hiicre kiltiiri teknikleri uygulandi;
hicreler RPMI-1640, %10’luk FBS iceren flasklar
icinde ve 37 0C’deki %5’lik karbondioksit inklibatorde
tutuldu. Oncelikle letal doz (LD20) galismasi yapild.
Bunun icin hiicreler flask icinde konfluent olduktan
sonra 24 saat boyunca 96’lik well’lerde (5000 hiicre/
well, 100 pl/well) inkiibe edildi. Sonrasinda resveratrol
0.1,1,5, 10, 20, 40, 50, 100 umolar/ml serilik dozlarda
kuyucuklara kondu ve 24 saat sonrasinda da tripan
mavisi ile hiicre canlihigina bakildi. Hiicrelerin %80’inin
yasayabildigi doz 20 pmolar/ml olarak belirlendi ve bu
dozdaresveratrol deneyasamasiigin kullanildi. Bundan
24 saat sonra flasklardaki hiicreler tripsinizasyon ve
santriflj islemlerinden sonra toplanarak ileri deneyler
icin kriyotipler iginde -80 °C buzdolabinda saklandi.

Mikroarray Analizi

Mikroarray analizi icin 4 6rnek, her biri iki kez
tekrar edilerek (toplamda 8 6rnek) kullanildi. miRNA
izolasyonu Qiagen miRNeasy mini kit (cat. no=217004)
ile yapildi ve miRNA miktari ve kalitesi Nanodrop
spektrofotometresi ile Olglldi. miRNA mikroarrayi
Affymetrix GeneChip System ile dizayn edildi ve
cipler GeneSphere FlashTag RNA (ribonikleik asit)
isaretleme kiti (cat. No=FT10AFYB) ile isaretlendi.

Her bir mikroarray c¢ipi 7789 adet miRNA
icermekteydi.  Orneklerdeki normalizasyon igin
Affymetrix RMA (Robust multiarray average) metodu
kullanildi (Resim 1) ve biyoenformatik analizler igin de
R istatistik programi (versiyon 3, GNU general public
license, serbest software, Auckland-Yeni Zelanda) ile
t-testi yapildi ve sonrasinda Volkan grafigi cikartildi.
Kontrol gruplari ile resveratrol verilen gruplar miRNA
profili acisindan kiyaslandi ve kiime analizleri yapildi.
Bununla birlikte p degeri <0,05 olanlar ve 2 kat
degisim gosterenler anlamli olarak degerlendirildi.
Bunun sonrasinda da bu degisimlere ait 1si grafikleri
(Heat-map) cikarildi (R istatistik programi).
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Resim 1. Mikroarray analizine baslamadan 6nce RMA
(Robust multiarray average) metodu ile tim orneklerin
normalize oldugu goriilmektedir

11111

Mikroarray sonuglarinin  dogrulugunu kontrol
etmek (valide etmek) amaciyla es zamanl polimeraz
zinciri reaksiyonu (EZ-PZR) analizi yapildi. Bunun igin
calismamizda farkli eksprese olan dort adet miRNA
kullanildi; miR-18a, miR-92a, miR-320a ve miR-378.
izole miRNA’lar cDNA sentez kit ile cDNA’ya cevrildi ve
bunlar Syber Green master miks ile karistirilarak Roche
LightCycler 4801l PZR cihazi ile yiritildi. Ornekler
housekeping gen (Snord48) ve cDNA kontrolii spike-in
primerleri ile kontrol edildi.

Apoptag (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
dUTP Nick end Labeling) Deneyi

Hicreler poli-lizinli lamlara aktarilarak
paraformaldehit (%1, 10 dk) ile fikse edildi, 3 kez PBS
ile yikandi, %3 peroksidaz (%3 H,0,, 10 dk) eklendi,
distile su ile yikandi, Equilibration soliisyonu (75 pl, 10
sn) eklendi, TdT enzimi (55 pl, 1 saat) ile inkibe edildi,
durdurma/yikama sollsyonu (10 dk) ile yikandi, 3 kez
PBS ile yikandi, Anti Digoxygenin peroksidaz konjugat
(65 ul, 30 min, in humidified chamber) ile inkiibe
edildi, 3 kez PBS ile yikandi, DAB (147/3) (peroksidaz
substrat) uygulandi, distile su ile yikandi, hematoksilen
zit boyasi ile boyandi, entellan ile kapatilarak Olympus
1stk mikroskobu (BX51) altinda incelendi.

immiinohistokimya

Hicreler poli-lizinli lamlara aktarilarak etanol (%30,
10 dk) ile fikse edildi, 3 kez PBS ile yikandi, serum blok
sollisyonuna (Reagent A, 10 dk) tabi tutuldu, primer
antikorlar (Fas (CD95, apotoz antijeni 1), Bax (bcl-2-
associated X protein), kaspaz-3 (cysteine-aspartic
protease-3), kaspaz-8 (cysteine-aspartic protease-8)
ve p53 (timor protein 53); 60 dk) inkiibe edildi,
3 kez PBS ile yikandi, sekonder antikor ile inkiibe
edildi (Reagent B, 10 dk), 3 kez PBS ile yikandi, enzim
konjugat (Reagent C) uygulandi, 3 kez PBS ile yikandi,

Meandros Medical Journal 2015;16:83-90
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DAB kromojen uygulandi, entellan ile kapatilarak
Olympus 1sik mikroskobu (BX51) altinda incelendi.

Skor ve oran: Apoptag (TUNEL) orani ve
imminohistokimyasal analiz icin her bir slayt basina
5000 hiicre sayildi ve hiicre orani ylizde olarak verildi.
immiinohistokimyasal analiz i¢in tiim slaytlar ayni
arastirmaci tarafindan gruplara kor olarak incelendi.
Boyanma yogunlugu semi-kantitatif olarak belirlendi:
(-) boyanma yok; (+) zayif; (++) orta; (+++) kuvvetli;
(++++) cok yogun boyanma.

Bulgular

Mikroarray Analizi

Losemi (HL-60) Hiicrelerinde

Biyoenformatik analiz sonrasi HL-60 (kontrol) ve
HL-60 + resveratrol gruplari arasinda farkl eksprese
olan sekiz adet miRNA kiimesi saptanmistir (Resim
2, 3); resveratrol uygulanan grupta fazla eksprese

Resim 2. Kontrol HL-60 hiicreleri ile resveratrol uygulanan
HL-60 hcrelerinde farkli eksprese olan miRNA’lara ait Isi
(heat-map) grafigi
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e
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Resim 3. HL-60-kontrol ve HL-60-Resveratrol érnekleri ile
gerceklestirilen t-testi sonucu elde edilen verilerin Volkan
grafigi ile gbsterimi

Meandros Medical Journal 2015;16:83-90

(over-eksprese) olan miRNA’lar (prematiir ve olgun)
hsa-miR18a, hsa-let-7d ve hsa-let- 7b idi. Az eksprese
(under-eksprese) olan miRNA’lar ise hsa-miR-1246,
hsa-miR-320b, hsa-miR-92a, hsa-miR-609 ve hsa-miR-
337-3pidi.

Lenfoma Hiicrelerinde

Raji (kontrol) ile resveratrol verilen Raji grubunda
bir tane farkh miRNA kimesi (hsa-miR-378)
eksprese olmustur (1 tane oldugundan isi grafigi
gosterilmemistir) (Resim 4; volkan grafigi). Resveratrol
verilen Raji grubunda hsa-miR-378 daha az eksprese
olmustur.

EZ-PZR'ye bakildiginda HL-60 (kontrol) ve
resveratrol uygulanmis HL-60 hiicrelerinde miR-18a,
miR-92a ve miR-320 icin kat degisim degerlerinin
(delta CT) 2 kat ve Ustl oldugu izlendi (Tablo 1).
Ayrica Raji (kontrol) ve resveratrol uygulanmis Raji
hicrelerinde miR-378 igin kat degisim degeri (delta
CT) 2’nin Ustlnde oldugu gorildi (Tablo 2).

g |

2 ha Eb

o e

L L i L aE b L -

Resim 4. Raji-kontrol ve Raji-Resveratrol ornekleri ile
gerceklestirilen t-testi sonucu elde edilen verilerin Volkan
grafigi ile gdsterimi

Tablo 1. HL-60 (promiyelositik I6semi hiicre hath)
(kontrol) ve resveratrol uygulanmis HL-60 hiicrelerinde
3 adet miRNA (miR-18a, miR-92a ve miR-320) igin
kat degisim degerleri (Delta CT) izlenmektedir. Kat
degisimleri 2 ve listi olan degerler anlamli olarak kabul
edilmektedir

HL-60 ile HL-60 + Resveratrol Kat degisimi (Delta

CT) degerleri

karsilagtirmasi

mirl8a 2,95
mir92a 2,84
mir320 5,49

HL-60: Promyelositik |6semi
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Apoptag (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling)

Kontrol grubuna kiyasla resveratrol uygulanan HL-60
grubunda apoptoz (TUNEL) orani 2 kat daha yiiksek olarak
saptandi (Tablo 3, Resim 5a, 5b). Diger taraftan kontrol
grubuna kiyasla resveratrol uygulanan Raji grubunda ise
daha diislik bir artis saptandi arasinda (Tablo 3).

Tablo 2. Raji (Burkitt lenfoma hiicre hatt)) (kontrol)
ve resveratrol uygulanmis Raji hiicrelerinde 1 adet
miRNA (miR-378) igin kat degisim degeri (Delta CT)
izlenmektedir. Kat degisimi 2 ve Ustii olan degerler
anlamli olarak kabul edilmektedir

Raji ile Raji+ Resveratrol Kat degisimi (Delta CT)

karsilagtirmasi
mir378 2,07

degeri

Raji: Burkitt lenfoma

Resim 5a. HL-60 lésemi hicrelerinde apoptag (TUNEL)
ekspresyonunun cok zayif oldugu gézlenmektedir

F ™

Resim 5b. Resveratrol uygulanan HL-60 hicrelerinde
apoptag (TUNEL) ekspresyonunun arttigi izlenmektedir

immiinohistokimya

Resveratrol verilen gruplarda apoptoz oraninda bir
artma egilimi saptandi. Fas ekspresyon artisi Ozellikle
resveratrol uygulanan Raji grubunda belirgindi (Tablo 3,
Resim 5c¢, 5d). Kaspaz-3 ve kaspaz-8 boyanmasi resveratrol
uygulanan gruplarda daha yogun olmakla birlikte 6zellikle
resveratrol uygulanan Raji grubunda daha belirgindi (Tablo
3, Resim 5e, 5f). Bax ve p53 boyanmasi tiim gruplarda zayif
veya orta yogunlukta idi (Tablo 3).

Tartisma

Gulnlmuzde, kanser icin kemoterapotik yontem
olarak dogal bilesiklerin kullanimi giderek artan
bir ilgiye sahiptir. Bu amagla pek ¢ok dogal bilesigin
diyetle kullaniminin antikanser etkisi in vivo ve in

' b

Resim 5c. Raji lenfoma hiicrelerinde Fas ekspresyonunun
zayif oldugu gozlenmektedir
g
o » :
l‘. i‘-‘ a -'-
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Resim 5d. Resveratrol uygulanan Raji lenfoma hiicrelerinde
Fas ekspresyonunun kuvvetli oldugu gézlenmektedir

Meandros Medical Journal 2015;16:83-90
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Resim 5e. Resveratrol uygulanan Raji lenfoma hiicrelerinde
kaspaz-3 ekspresyonunun kuvvetli oldugu gézlenmektedir
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Figure 5f. Resveratrol uygulanan Raji lenfoma hiicrelerinde
kaspaz-8 ekspresyonunun kuvvetli oldugu gézlenmektedir

Tablo 3. Kontrol gruplan (Raji ve HL-60) ile resveratrol verilen gruplara (Raji + Resveratrol ve HL-60 + Resveratrol)
ait apoptag (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yiizdeleri ile apoptoz belirteglerine ait
skorlamalar ve yiizdeler. Yiizde degerleri 5000 hiicre igerisindeki pozitif degerleri yansitmaktadir

Raji Raji + Resveratrol HL-60 HL-60 + Resveratrol
Apoptag (TUNEL) %20 %25 %10 %20
Fas + (%25) ++++ (%100) -/+ (%20) +++ (%80)
Bax - (%0) ++ (%50) +(%10) ++ (%50)
Caspase-3 + (%10) +++ (%75) +(%10) ++ (%60)
Caspase-8 - (%3) +++ (%80) + (%8) +++ (%80)
p53 +(%20) ++ (%30) - (%0) + (%0-10)

Raji: Burkitt lenfoma, HL-60: Promyelositik l6semi, TUNEL:
Bax: bcl-2-associated X protein, p53: TUumor protein 53

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling,

vitro yontemlerle test edilmistir. Bu bilesikler arasinda
katesinler, likopen, E ve D vitamini ve resveratrol
sayilabilir. Resveratroliin karsinogenez siirecinde,
timor olusumunda, artmasinda ve ilerlemesinde
tedavi edici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (8).
Ayrica yapilan ¢calismalar ile anjiyogenezi ve metastazi
engelledigi, hiicre bliylimesi, apoptoz ve enflamasyon
Uzerine etkileri oldugu da gosterilmistir (7-11). Tim
bu nedenlerden dolayi resveratrol kullanimi ile kanser
dahil olmak Uzere pek c¢ok hastaligin dnlenmesi ve
iyilestiriimesine yardimci olacagl distnilmektedir.
Fakat bunun icin daha pek ¢ok klinik denemeye ihtiyag
duyulmaktadir (8).

miRNA'lar, kiiclik ve kodlama yapmayan RNA dizileridir
ve post-transkripsiyonel gen dlizenlenmesinden
sorumludurlar. miRNA biyogenezinde meydana gelecek
olan hatalar pek cok farkli hastaligin patogenezinde
onem teskil etmektedir. Degisik hastalik tirlerinde bazi
miRNA’larin ekspresyonlarinda farkhlklar saptanmistir.

Meandros Medical Journal 2015;16:83-90

Resveratroliin farklh hastalik ve kanser tiirleri Gzerinde,
miRNA ekspresyonu agcisindan vyaptigi degisiklikler
gosterilmistir (26). Yapilan bir calismada, SW480 insan
kolon kanseri hicrelerinde resveratrol uygulamasinin
ardindan 22 adet miRNA’nin arthigl, 26 adet miRNA'nin
ise azaldig) gosterilmistir.

Resveratrol ile azalan miRNA’larin arasinda bir
kisminin onko-miR (timor gelistirici, onkolojik miRNA)
fonksiyonun oldugu saptanmistir (27). Reveratrolin
etkisitim genel miRNA lizerine olmaktan ziyade kansere
spesifik miRNA’lar (izerine olmaktadir. Resveratrol
uygulamasinin ardindan farkli miRNA ekspresyonlari
prostat kanser hiicrelerinde de saptanmis ve istatistiksel
olarak anlamli 23 adet azalan, 28 adet artan miRNA
saptanmistir (28). Ayrica, PANC-1, CFPAC-1 ve MIA
Paca-2 pankreatik kanser hiicre hatlarinda resveratrol
tarafindan down-regiile edilen (azaltilan) miR-21’in
bcl-2 ekspresyonunun inhibisyonuna neden oldugu
saptanmistir. Boylece hicrelerin apoptoza gittigi



Ergin ve ark. Resveratroliin Lésemi-Lenfomada mikroRNA Profili ve Apoptoza Etkisi 89

gosterilmistir (29). Resveratrollin pek ¢ok kritik miRNA
seviyesini etkilemesinin ortaya cikarilmasi ile, kanser
tedavisinde resveratrol kullanimi daha sik glindeme
gelmeye baslamistir.

Biz bu galismamizda HL-60 ve Raji hiicre hatlarinda
20 pmolar/ml resveratrol uygulamasinin ardindan
farkl eksprese olan miRNA'lari saptadik. HL-60 hiicre
hattinin  resveratrol ile muamelesi sonucunda 8
adet farkli eksprese olan miRNA saptandi. Bunlarin
3 tanesinin up-regiile oldugu (artan), 5 tanesinin
ise down-regiile oldugu (azalan) goérildi. Bunlarin
icinde farkli eksprese olan hsa-let-7 timor slipresor
miRNA olarak goérilmektedir. Bununla birlikte hsa-
let-7d ve hsa-let-7b’in, pek c¢ok kanser tiirlinde
azaldig1 saptanmistir. Yapilan calismalar ile hsa- let-
7 ekspresyon artisinin kanser tedavisi icin etkili
bir secenek olabilecegi gosterilmistir (30). Bizim
yaptigimiz bu calismada da resveratrol uygulanmis
olan insan HL-60 hiicre hattinda hsa-let-7d ve hsa-let-
7b artmis bir ekspresyon gostermistir. Calismamizda
HL-60 hiicre hattinda resveratrol uygulamasinin
ardindan azalan miRNA’lardan biri olan hsa-miR-
92a aslinda miR-17-92 gen kimesi ailesine ait bir
miRNA'dir. Bu gen kiimesinin fazla ekspresyonu veya
amplifikasyonu akut myeloid l6semi, akut lenfoblastik
|6semi ve pek cok kanser tiriinde saptanmistir (31-37).
Yapilan bir galismada, miR-92a’nin inhibisyonu sonrasi
HL-60 hiicre hattinda, kanser hiicrelerinin canliliginin,
proliferasyonunun azaldig1 ve apoptozun indiklendigi
gosterilmistir (37). Bizim ¢alismamizda da resveratrol
uygulamasi ardindan HL-60 hiicre hattinda hsa-miR-
92a ekspresyonu dismis olarak saptanmistir.

TUNEL analizi ve c¢esitli apoptoz belirtegleri
kullanilarak imminohistokimyasal boyamasi
gerceklestirildiginde, her iki hiicre hath igin de
apoptoz varliginin s6z konusu oldugu gosterilmistir.
TUNEL analizinin sonucuna goére, HL-60 hiicre hattinda
resveratrol uygulanan grupta apoptozda anlamli bir
artis goézlenmistir. Ayni zamanda bu hiicre hattinda,
apoptoz belirtegleri olan Fas, Bax, kaspaz-3, kaspaz-8
ve p53 belirteglerinin resveratrol uygulanan grupta
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir artis gosterdigi
saptanmistir. Bu veri literatlrdeki bilgilerle uyumlu
olarak, resveratroliin, kanser hiicrelerinde apoptozu
indlklediginin gostergesidir. Raji hiicre hatti ile Fas,
Bax, kaspaz-3, kaspaz-8 ve p53 apoptoz antikorlari
kullanilarak yapilan imminohistokimyasal boyama
sonucunda, bu belirteclerin resveratrol uygulanan

grupta arthgl vyani hicrelerin apoptoza gittigi
saptanmistir. Buna karsin bu hiicre hatti ile yapilan
TUNEL analizine gore, gruplar arasinda apoptoz
acisindan farkhligin az oranda oldugu gorilmdistir.
Bu hiicrelerin apoptoz yerine diger hicre o6lim
sekillerinden (otofaji gibi) birini se¢mis olabilecegi
disindlda.

Sonug¢

Dogal biyoaktif diyet maddelerile birlikte miRNA'lar
arasindaki etkilesimler, pek ¢ok hastaligin potansiyel
ve alternatif tedavi yontemi olabilmesi sebebiyle
arastirmaya oldukga agik alanlardir. Bu ¢alismada da
dogal bir biyoaktif madde olan resveratroliin HL-60 ve
Raji hiicrelerindeki etkisine bakildi ve farkli eksprese
olan miRNA kiimeleri saptandi. Ayrica apoptotik hiicre
Olimunin de o6zellikle kaspaz ve Fas mekanizmasi
Uzerinden oldugu disinildi. Bununla birlikte
miRNA’larin 16semi ve lenfomadaki olasi terapotik
potansiyelleri sebebiyle ileri fonksiyonel ve organizma
calismalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle
serumdaki miRNA seviyesinin diyet Urilinlerine cevap
olarak degisimin iyi bir sekilde saptanmasi, tedavinin
etkilerinin monitorize edilmesi igin 6nemli bir arag
olacaktir. Busireckisiler arasi tedavilerde gbzlemlenen
farkliliklara da 1sik tutabilecek niteliktedir.
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