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Pankreas kanseri kok hiicresi ve epitelyal-mezenkimal transisyon arasindaki
iliskide, fenolik besin bilesenlerinden Kkersetin ve resveratroliin potansiyel

etkileri.

Ogrencinin Adi: Mustafa Hoca (Uzm. Dyt.)
Danigmani: Prof. Dr. Seving Yiicecan Es Damismani: Prof. Dr. Seda Vatansever

Anabilim Dali: Beslenme ve Diyetetik

OZET

Amag: Resveratrol ve kersetin, bir¢ok bitki tiiriinde bulunan fitokimyasallardandir. Bu
calismanin amaci, CD133+ ve CD133- pankreas kanseri hiicrelerinde, resveratrol ve
kersetinin  epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT) iizerindeki etkilerinin
aragtirtlmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Kanser kok hicreleri (CD133+), insan pankreas kanseri
hiicrelerinden (PANC-1) CD133 antikoru kullanilarak Manyetik Partikiil Teknolojisi
(MiniMACS) sistemi araciligi ile elde edilmistir. CD133+ ve CD133- PANC-1
hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol ve
kersetin uygulanmistir. Hiicre biiyiimesi ve sitotoksisitesi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile degerlendirilmistir. Resveratrol ve
kersetinin anti-kanser ve anti-metastatik ozellikleri, CD133+ ve CD133- PANC-1
hiicrelerinde aktin alfa-2/alfa-diiz kas aktin (ACTA-2), interlokin-1 beta (IL-1p), N-
kaderin, timor nekrozis faktor-alfa (TNF-o) ve vimentin antikorlar1 direkt olarak
kullanilarak immiinositokimya ile belirlenmistir.

Bulgular: CD133 antikoru ile boyamadan sonra, CD133+ hiicrelerin yogunlugunun
CD133- hiicrelerden daha fazla oldugu bulunmustur. Kersetin uygulanan CD133+
PANC-1 hiicrelerinde ACTA-2, IL-1B ve N-kaderin immiinoreaktivitelerinin anlamlt
olarak azaldigi, TNF-a ve vimentin immiinoreaktivitelerinin ise anlamli olarak arttig
belirlenmistir. Ayrica, resveratrol uygulanan CD133+ PANC-1 hiicrelerinde N-

kaderin ve TNF-o immiinoreaktivitelerinin anlamli olarak azaldigi saptanmustir.



Sonuglar: N-kaderin ve ACTA-2 immiinoreaktivitelerindeki azalmanin, vimentin
immiinoreaktivitesindeki artistan daha fazla oldugu sonucuna varilmistir. Pankreas
kanseri kok hiicrelerinde, kersetinin N-Kaderin ekspresyonunu azaltmasindan dolay1
resveratrolden daha fazla epitelyal-mezenkimal transisyonu Onleyebilecegi
ongoriilmiistiir. Kersetinin resveratrolden daha fazla metastazi inhibe edebilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: EMT, kersetin, kok hiicre, pankreas kanseri, resveratrol



Potential effects of quercetin and resveratrol, the phenolic food components, in
the relationship between pancreatic cancer stem cell and epithelial-mesenchymal

transition.

Student’s Name: Mustafa Hoca (MSc, Dietitian)
Advisor: Prof. Dr. Seving Yiicecan Co-advisor: Prof. Dr. Seda Vatansever

Department: Nutrition and Dietetics

ABSTRACT

Objective: Resveratrol and quercetin are phytochemicals that are found in a variety of
plants. The aim of this study was to investigate the effect of resveratrol and quercetin
on epithelial-mesenchymal transition (EMT) of CD133+ and CD133- pancreatic
cancer cells.

Materials and Methods: Cancer stem cells (CD133+) were obtained from the human
pancreatic cancer cells (PANC-1) by the MiniMACS system. CD133+ and CD133-
PANC-1 cells were treated with different concentrations (5, 10, 25, 50 and 100 uM)
of resveratrol and quercetin. Cell growth and cytotoxicity were evaluated by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay. Anti-cancer
and anti-metastatic properties of resveratrol and quercetin were determined by
immunocytochemistry using antibodies (actin alpha-2/alpha-smooth muscle actin
(ACTA-2), interleukin-1 beta (IL-1B), N-cadherin, tumor necrosis factor-alpha (TNF-
o) and vimentin).

Results: The immunostaining intensity of CD133+ cells was stronger than CD133-
cells. ACTA-2, IL-1B and N-cadherin immunoreactivities were significantly
decreased, whereas TNF-a and vimentin immunoreactivities significantly increased in
quercetin-treated CD133+ cells. Moreover, N-cadherin and TNF-a immunoreactivities
significantly decreased in resveratrol-treated CD133+ cells.

Conclusions: The reduction in N-cadherin and ACTA-2 immunoreactivities was
higher than the increase in vimentin immunoreactivity, quercetin could prevent

epithelial-mesenchymal transition to a greater extent than resveratrol in pancreatic



cancer stem cells because of the reduced expression of N-cadherin. Quercetin could

be more effective in inhibiting metastasis compared to resveratrol.

Key Words: EMT, quercetin, stem cell, pancreatic cancer, resveratrol



1. GIRIS ve AMAC

Pankreas kanseri, diger kanser tiirlerine gére minimum sagkalimi olan 6liimciil
bir hastaliktir (Rao ve Mohammed, 2015). Her iki cinsiyette de yetersiz tan1 nedeniyle
kanser Olimlerinin altinda yatan yedinci nedendir (Bray ve ark., 2018). 2018'de
pankreas kanserinin neden oldugu 432.242 yeni 6liim (GLOBOCAN 2018 tahminleri)
olusmustur. Ayrica, 2018 yilinda 458.918 yeni pankreas kanseri vakasi oldugu
bildirilmis ve diinya ¢apinda 2040 yilina kadar 355.317 yeni vaka olabilecegi
ongoriilmiistiir (Rawla ve ark., 2019). Pankreas kanseri belirtileri genellikle net
degildir ve ileri evrelere kadar herhangi bir belirti goriilmeyebilir. Hastaligin ileri
evresinde; kilo kaybi, bulanti, siddetli karin agris1 ve kusma goriilebilir. Tiim evreler
degerlendirildiginde, 5 yillik sagkalim oranmi yaklasik %8'dir (American Cancer
Society, 2018). Pankreas kanserinin temel risk faktorleri; diyabet ve metabolik
sendrom prevalansinin artmasidir (Sancho ve ark., 2015). Pankreas kanseri, hiyerarsik
olarak kanser hiicrelerinden olusan heterojen bir popiilasyona sahiptir. Bu
poplilasyonda 6zellikle kanser kok hiicreleri bulunmaktadir (Heeschen ve Sancho,

2016).

Birgok fitokimyasalin kanser kok hiicresi aktivitesini baskilayarak koruyucu etki
(anti-kanser aktivite) gosterdigi diistiniilmektedir. Resveratrol ve kersetin gibi
fitokimyasallar, pankreas kanserinde kok hiicre aktivitesini inhibe edebilir (Gupta ve
Pramanik, 2016). Resveratrol; iizlim, yer fistig1 ve tizlimsii meyveler gibi bir¢ok bitki
tirtinde bulunan polifenolik bilesiklerden biridir (Shukla ve Singh, 2011; Gupta ve
Pramanik, 2016). Kersetin ise; ¢ogunlukla elma, sogan, yaban mersini ve kizilcikta
bulunan diger bir polifenolik bilesiktir (Gupta ve Pramanik, 2016). Resveratrol ve
kersetin; hiicre sinyal yolaklari1 (Wnt/p-katenin, Hedgehog, Notch), anti-apoptotik
genleri/proteinleri (Bcl-2) ve EMT ile iliskili faktorleri (B-katenin, vimentin) inhibe
edici potansiyel etkilere sahiptir. Pro-apoptotik genleri/proteinleri (Bax, kaspaz 3,
FOXO1), timor baskilayict genleri/proteinleri (PTEN, E-kaderin), farklilagsmay1 ve
hiicre dongiistiniin  durdurulmasimi uyaricit potansiyel etkileri de bulunmaktadir

(Pistollato ve ark., 2015).



Kanser kok hiicrelerinin kendi kendini yenileme yetenekleri vardir ve diger
tiirdeki malign hiicrelere farklilasma gosterebilirler (Bu ve Cao, 2012). Kanser kok
hiicrelerinin metastatik davranisi, hastaligin ilerlemesine neden olur. Bu nedenle daha
etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kanser kok hiicrelerinin hedef alinmasi
onemlidir (Sancho ve ark., 2015). Kanser kok hiicre aktivitesinin inhibisyonunun,
kanser tedavisinde daha iyi bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir (Gupta ve
Pramanik, 2016). Lee ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; CD44+ ve CD24+
hiicrelere gore CD133+ olan hiicrelerin, daha yiiksek oranda tiimor olusturma ve
metastatik potansiyeli oldugu saptanmistir. Bu nedenle CD133’{in pankreas kanseri
kok hiicrelerinde anlamli olarak hiicre yiizey belirteci olabilecegi onerilmistir. Cao ve
ark. (2015), kersetinin; pankreas kanseri kok hiicrelerinde CD133'iin ekspresyonunu
azaltabilecegini gOstermistir. Ayrica resveratrol; hem pankreas kanseri kok
hiicrelerinde hem de pankreas kanseri hiicrelerinde migrasyon, invazyon ve epitelyal-
mezenkimal transisyon iizerinde potansiyel inhibe edici etkilere sahiptir (Shankar ve
ark., 2011; Li ve ark., 2013). Kersetinin farkli kanser hiicre hatlarinda (oral kanser
hiicreleri, meme kanseri kok hiicreleri, prostat kanseri hiicreleri vb.) migrasyon
yetenegini azaltabilecegi, resveratroliin de ¢esitli kanser hiicre hatlarinin (oral
skuamoz hiicreli karsinom, prostat kanseri hiicreleri vb.) EMT yetenegini inhibe
edebilecegi gesitli galismalarda gosterilmistir (Chen ve ark., 2013; Tsai ve ark., 2016;
Wang ve ark., 2016; Kim ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018).

Epitel hiicrelerinin mezenkimal karakteristigine gegcisi, hiicre-hiicre etkilesimi
veya hiicre polaritesinin kaybi ile indiiklenmektedir. Sonug¢ olarak epitel yapisi
bozulmakta ve hiicreler, invazyon ve migrasyon ozelliklerle birlikte mezenkimal
Ozellik kazanmaktadir. Boylece, epitelyal belirteglerin (E-kaderin gibi) kaybi ve
mezenkimal belirteglerin (N-kaderin, vimentin ve ACTA-2 gibi) kazanilmasi ile

hiicreler yeni fenotip kazanmaktadir (Morandi ve ark., 2017).

Bu calismada, pankreas kanseri kok hiicrelerinde resveratrol ve kersetinin anti-
kanser aktivitelerini belirlemek i¢in MTT testi ve immiinohistokimya boyamasi
kullanilmigtir. Ayrica pankreas kanseri kok hiicrelerinde, resveratrol ve kersetin ile
epitelyal-mezenkimal transisyon arasindaki iliski hakkinda bir ¢alisma literatiirde

bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci, pankreas kanseri kok hiicrelerinde



resveratrol ve kersetinin hiicre canlilig1 ve epitelyal-mezenkimal transisyon tizerindeki

etkilerini belirlemektir.

Bu projenin ileriye yonelik hedefleri: a) Kersetin ve resveratroliin pankreas
kanseri kok hiicresinde ayr1 ayr1 veya birlikte etkilerinin belirlenmesi ve molekiiler
mekanizmalarin ortaya konulmasidir. b) In vitro ortamda yapilan bu ¢alismanin in vivo
ortamdaki ¢aligmalar i¢in 6n ¢alisma olmasidir. ¢) Klinik uygulamada kersetin ve
resveratroliin metastaz lizerine etkilerinin belirlenebilmesi i¢in 6n verilerin elde

edilmesidir.

Tez caligmasindaki hipotezler su sekildedir: Resveratrol ve kersetin, pankreas
kanseri kok hiicrelerinde EMT’yi Onleyecek ve mezenkimal belirtegleri inhibe
edecektir. Ayrica doza ve zamana bagli olarak resveratrol ve kersetin, kanser
hiicrelerinin canliligini azaltacaktir. Boylece, resveratrol ve kersetinin anti-metastatik
ve anti-kanser etkileri gosterilecektir. Pankreas kanseri kok hiicrelerinde, resveratrol
ve kersetin (ayn1 ¢alisma igerisinde ikisinin yer aldigi) ile epitelyal-mezenkimal
transisyon arasindaki iliski hakkinda yeni bir calisma olarak literatiire katki

saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreas Kanseri ve Kok Hiicre Ozellikleri

Pankreas kanseri, hiyerarsik olarak kanser hiicrelerinden olusan heterojen
poplilasyona sahip kanser tiiriidiir. Bu popiilasyon iginde o0zellikle kanser kok
hiicrelerinin olmasindan dolay1 tiimor olusturma ve metastaz 6zelligi bulunmaktadir
(Heeschen ve Sancho, 2016). Pankreas kanseri, insidansi gittikge artan bir kanser
tiriidiir. Temel risk faktorleri arasinda; diyabet ve metabolik sendrom prevalansinin
artmis olmasi yer almaktadir (Sancho ve ark., 2015). Bu kanser tiiriinde yiiksek
mortalite oran1 goriilmesi, ileri evrede tan1 konulmasindan kaynaklanmaktadir. Tani
alan hastalarin %80’den fazlasinda, lokal olarak gelismis timor veya cerrahi olarak

cikartilamayacak metastazlar mevcuttur (Gupta ve Pramanik, 2016).

Kanser kok hiicrelerinin; kendi kendini yenileyebilme, timor olusturabilme ve
farklilasarak cesitli 6zelliklere sahip kanser kok hiicreleri olusturabilme 6zellikleri
vardir. Bu hiicreler; kanserin baslamasi, progresyonu, metastazi ve rekiiransindan
sorumludur. Rekiirans, kanser kok hiicresinin baslica klinik tablosudur. Kemoterapi,
radyoterapi ve diger tedavilere kars1 direng gosterilmesidir (Gupta ve Pramanik, 2016).
Kanser kok hiicrelerinin metastatik davranisi, hastaligin devamliligindan sorumludur.
Bu nedenle daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kanser kok hiicrelerinin
hedef alinmasi 6nemlidir (Sancho ve ark., 2015). Kanser kok hiicre aktivitesinin inhibe
edilmesinin kanser tedavisinde iyi yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir. Birgok
fitokimyasalin kanser kok hiicre aktivitesini baskilayarak, koruyucu etki gosterdikleri
(anti-kanser aktivitesi) kanita dayali olarak gosterilmistir. Pankreas kanserinde kok
hiicre aktivitesinin inhibe edilmesinde; kurkumin, resveratrol, kersetin, katesin gibi

fitokimyasallarin rolii oldugu bilinmektedir (Gupta ve Pramanik, 2016).

Kanser kok hiicre belirtegleri (CD24, CD34, CD44, CD133, CD139, CD166,
Epitelyal Spesifik Antijen (ESA) gibi), farkli kaynakli kok hiicrelere gore degisiklik
gosterebilmektedir (Gupta ve Pramanik, 2016). Pankreas kanseri kok hiicrelerinin
tanimlanmasinda anahtar belirtegler; CD133, Aldehit Dehidrogenaz (ALDH) ve
CD24+CD44+ESA+ iglii kombinasyonu olarak belirtilmektedir (Fitzgerald ve



McCubrey, 2014). CD24+CD44+ESA+ belirtegleri olan pankreas kanseri hiicreleri,
CD24-CD44-ESA- olanlara gore daha yiiksek oranda tiimor olusturucu oOzellige
sahiptir. CD133+ olan pankreas kanseri hiicreleri, géreceli olarak gemsitabine direngli
Ozellik gostermektedir. Aynm1 zamanda diger kanser kok hiicre belirteci olan ALDH,
pankreas kanseri kok hiicresinde gemsitabine direngli olarak gosterilmistir (Gupta ve
Pramanik, 2016). Lee ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; CD133+ olan
hiicrelerin, CD44+ ve CD24+ hiicrelere gore daha yiiksek oranda tiimor olusturma ve
metastatik potansiyeli oldugu saptanmistir. Bu nedenle, CD133’iin pankreas kanseri

kok hiicrelerinde anlamli olarak hiicre yiizey belirteci olabilecegi onerilmistir.

Kanser kok hiicreleri daha ¢ok mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yolagini
kullanirken, kanser kok hiicresi olmayan hiicreler daha c¢ok glikoliz yolagim
kullanmaktadir (Sancho ve ark., 2015). Pankreas kanseri kok hiicreleri de daha ¢ok
oksidatif fosforilasyon yapma 6zelligine sahip olmasindan dolay: belirgin metabolik
fenotip gostermektedir. Bu nedenle, sinirli metabolik plastisite 6zelligine sahiptir

(Heeschen ve Sancho, 2016).

Stokastik modelde; farkli genomik veya genetik mutasyonlarin sonucunda tiim
hiicreler potansiyel olarak tiimorijenik hale gelebilir. Bu modelde tiimor i¢indeki tiim
hiicrelerin, yeni bir tiimor ortaya ¢ikarmada esit derece yetenege sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Hiyerarsik modelde; tiimdr i¢indeki yalnizca nadir hiicre popiilasyonu,
kanserde heterojenligi yaratarak timorii baslatma potansiyeline sahiptir (Sekil 1),

(Cianciosi ve ark., 2018).
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Sekil 1. Stokastik model ve kanser kok hiicre modeli (hiyerarsik model)
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(Cianciosi ve ark., 2018)

Kanser kok hiicrelerindeki direncin c¢oklu sinyal yolaklar1 4 baglik altinda
toplanabilir. Sinyal yolaklar1 su sekilde agiklanmistir: Transforme edici biiyliime
faktorii-beta (transforming growth factor-beta, TGF-B) sinyal yolaginda; kanser kok
hiicre o6zelliginin desteklenmesi, kanser kok hiicre sessizliginin uyarilmasi,
farklilagmamanin uyarilmasi, immiin sistemin baskilanmasi, metastazin uyarilmasi ve
kanser kok hiicre-tiimoér mikro ortam etkilesimlerinin artmasi gibi olaylar
gerceklesmektedir. Wnt/B-katenin, Hedgehog (Hh) ve Notch sinyal yolaklarinda;
kanser kok hiicre ozelliginin desteklenmesi, farklilagmamanin uyarilmasi ve
metastazin uyarilmasi gibi olaylar olmaktadir. NF-kB sinyal yolaginda; kanser kok
hiicre 6zelliginin desteklenmesi ve farklilasmamanin uyarilmasi gibi olaylar meydana
gelmektedir. PI3K/Akt sinyal yolaginda; kanser kok hiicre 6zelliginin desteklenmesi,
kanser kok hiicre sessizliginin uyarilmasi, kanser kok hiicre sagkaliminin
desteklenmesi ve oksidatif modiilator gibi olaylar gergeklesmektedir (Najafi ve ark.,
2019).

10



KANSER KOK HUCRESI

Tiimér Heterojenli/

&

Kendini Yenileme

Tiimér Olusmasi

%& Metastaz

Kemoterapiye ve
Radyoterapiye Direng

Sekil 2. Kanser kok hiicrelerinin 6zellikleri

(Cianciosi ve ark., 2018)

2.2. Resveratrol ve Pankreas Kanseri Kok Hiicresi

Resveratrol, stilben sentaz enzimi yardimiyla bitkilerde iiretilen, bir stilben tiirevi

olan stilbenoiddir. Trans- ve cis- konfigiirasyonlari olan, yagda ¢oziinen bir bilesiktir.

Resveratroliin suda ¢oziliniirliigii zayif olmasina ragmen; eter, kloroform, etanol, asetik

asit ve asetonda ¢oziinebilmektedir (Kumar ve ark., 2009). Ayrica, cis-resveratrol

izomeri kararsiz yapidadir ve kolayca 151k ile reaksiyona girerek trans-resveratrol

formuna doniisiir (Abba ve ark., 2015).
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Sekil 3. Resveratroliin kimyasal yapisi

(Abba ve ark., 2015)

Resveratrol; liziimsii meyveler (liziim, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu, yaban mersini
vb.), yer fistig1 gibi bir¢ok bitki tlirlinde bulunan polifenolik bilesiktir (Shukla ve
Singh, 2011; Gupta ve Pramanik, 2016). Kirmiz1 sarabin 6nemli bileseni olan
resveratrol, iiziim zarinda bol miktarda bulunmaktadir (Scarpa ve Ninfali, 2015). Anti-
inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser etkileri bulunmaktadir (Gupta ve Pramanik,
2016).

Resveratroliin pankreas kanserinde anti-timor etkisi; hiicre proliferasyonunu
inhibe etme, anti-anjiyogenez ve apoptozu uyarma 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Potansiyel anti-tiimor etkisini, farkli mitokondriyal sinyal yolaklarmi aktive ederek
gostermektedir (Gupta ve Pramanik, 2016). Hem insan hem de fareden elde edilen
pankreas timoriinde, pankreas kanseri kok hiicresinin kendi kendini yenileme
ozelligini potansiyel olarak inhibe etmektedir (Shankar ve ark., 2011). Resveratrol,
insandan elde edilen pankreas kanseri kok hiicresinin yasama ve koloni olusturma
yetenegini inhibe ederek apoptozu uyarici etki gosterebilmektedir. Resveratroliin hem
pankreas kanseri kok hiicresinde hem de pankreas kanseri hiicresinde, migrasyonu ve
invazyonu inhibe etme ve epitelyal-mezenkimal transisyonu engelleyici potansiyel
etkileri bulunmaktadir (Shankar ve ark., 2011; Li ve ark., 2013).

Resveratrol; hiicre sinyal yolaklarin1 (Wnt/pB-katenin, Hedgehog, Notch), anti-
apoptotik genleri/proteinleri (Bcl-2) ve EMT ile iliskili faktorleri (B-katenin, vimentin)

inhibe edici potansiyel etkilere sahiptir. Pro-apoptotik genleri/proteinleri (Bax, kaspaz
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3, FOXOL1), tiimdr baskilayici genleri/proteinleri (PTEN, E-kaderin), farklilasmay1 ve
hiicre dongiisiiniin durdurulmasini uyarici potansiyel etkilere de sahiptir (Pistollato ve
ark., 2015). Resveratrol, tiimorlerdeki kanser kok hiicre popiilasyonlarmi elimine
edebilir (Taylor ve Jabbarzadeh, 2017). Shankar ve ark. (2011) tarafindan
CD24+/CD44+/ESA+ pankreas kanseri kok hiicreleri {izerinde yapilan ¢aligmada; 10-
30 uM konsantrasyonlarda kullanilan resveratroliin, kaspaz-3/7 ile uyarilan apoptozu
aktive edebildigi diisiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda 10-20 uM konsantrasyonlarindaki
resveratroliin, kok hiicre 6zelligini saglayan faktorleri (Nanog ve Oct-4) ve anti-

apoptotik proteinleri (Bcl-2 ailesi) inhibe edebilecegi bulunmustur.

Tablo 1. Bazi besinlerin resveratrol igerikleri

Besin Resveratrol Miktari
Kirmizi sarap 0.1-14.3 mg/L
Beyaz sarap 0.1-2.1 mg/L
Uziim 50-100 pg/g
Yer fistig1 0.02-1.92 pg/g
Antep fistig1 0.09-1.67 pg/g
Yaban mersini ~32 nglg
Yesil tizim 0.016-0.318 pg/g
Siyah iiziim 0.945-1.874 pg/g
Kuru tiziim 0.0005-0.003 pg/g
Uziim suyu (siyah) 0.087 ug/g
Uziim suyu (yesil) 0.0015 pg/g
Fistik ezmesi 0.015-0.982 pg/g

(Planas ve ark., 2011; Prakash ve Gupta, 2011)

Resveratrol bir bakir selatoriidiir ve asir1 selasyon, kollajen olusumu ve sinir
rejenerasyonu i¢in gerekli olan bakirin kullanilmasimi engelleyebilir. Ayrica
resveratroliin mega dozlarinin (500 mg’den fazla) kullanilmasi; anemi, asil topugu
tendoniti, anksiyete reaksiyonlari1 ve parmaklarda uyusukluk gibi yan etkilere neden

olabilir (Kumar ve ark., 2009). Yetiskinler i¢in resveratroliin giinliik 150 mg alim
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diizeyi, giivenlik acisindan herhangi bir problem olusturmamaktadir. Bdylece, sentetik
trans-resveratroliin Onerilen kullanim kosullar1 altinda alindiginda giivenli oldugu
sonucuna varilmistir (European Food Safety Authority, 2016). In vitro ve in vivo
(hayvan) calismalari resveratroliin potansiyel etkilerini kanitlamistir. Insanlar iizerinde
yapilacak daha fazla arastirma, resveratroliin yasam kalitesini arttirmada Onemli

bilesen olabilecegini gosterecektir (Kumar ve ark., 2009).

2.3. Kersetin ve Pankreas Kanseri Kok Hiicresi

Kersetin, en bol bulunan polifenolik bioflavonoidlerden biridir ve genellikle
flavonol grubunda yer almaktadir. Ayrica kersetin, insan tarafindan {iretilemeyen suda
¢ozliniir pigmentler olarak da siniflandirilmaktadir. 2 benzen halkasi ve 5 hidroksil (-
OH) grubu igeren kersetin, kardiyovaskiiler saglhigin iyilestirilmesi ve kanser riskinin
azaltilmasi dahil olmak iizere bircok faydali potansiyel etkilere sahiptir. Molekiil
formiilii C15H1007 olan kersetinin suda ¢oziiniirliigli zayiftir. 5 hidroksil grubunun
varligl, kersetin molekiiliiniin lipofilik yapida olmasini saglar. Kersetin; eter ve
metanolde cok ¢dziiniir, etanol ve asetik asitte ¢oziiniir gibi fiziksel 6zelliklere de

sahiptir (Kumar ve ark., 2017).

Sekil 4. Kersetinin kimyasal yapis1

(Massi ve ark., 2017)

Kersetin; ¢ogunlukla elma, kizilcik, yaban mersini, siyah cay, yesil ¢ay, sogan

(agirlikli olarak dis halkalarda) ve brokolide bulunan polifenolik bilesiktir. Anti-
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oksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser ve kardiyoprotektif etkileri bulunmaktadir
(Gupta ve Pramanik, 2016; Kumar ve ark., 2017). Genelde kanser kok hiicreleri
apoptoza kars1 direnglidir. Kersetin, kanser kok hiicrelerinde apoptotik direnci

potansiyel olarak ortadan kaldirma 6zelligine sahiptir (Zhou ve ark., 2010).

Genel olarak giivenli oldugu diisiiniilen kersetinin, bas agris1 ve mide rahatsizlig
gibi bazi yan etkilere yol agtig1 bildirilmistir. Ayrica, ¢ok yiiksek dozlarda alinan
kersetinin bobreklere zarar verebilecegi belirtilerek, kersetin aliminin belirli araliklarla
kesilmesi onerilmektedir. Hamile ve emziren kadinlarin ve bobrek bozuklugu olan
bireylerin fazla miktarda kersetin alimindan kagiilmasi gerekmektedir. Giinde 1
gramdan daha yiliksek doz aliminin bobreklere zarar verdigi rapor edilmistir (Kumar

ve ark., 2017).

Kersetin; hiicre sinyal yolaklar1 (Wnt/B-katenin, Hedgehog, Notch), anti-
apoptotik genleri/proteinleri (Bcl-2) ve EMT ile iliskili faktorleri (B-katenin, vimentin)
inhibe edici potansiyel etkilere sahiptir. Pro-apoptotik genleri/proteinleri (Bax, kaspaz
3, FOXOL1), timdr baskilayici genleri/proteinleri (PTEN, E-kaderin), farklilasmay1 ve
hiicre dongiisiiniin durdurulmasin1 uyarici potansiyel etkilere de sahiptir (Pistollato ve
ark., 2015). Del Follo-Martinez ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismanin sonucuna
gore; resveratrol ve kersetinin kombine olarak kullanilmasinin, kolon kanseri hiicreleri

tizerinde sitotoksik etkilerinden dolay1 apoptoza neden olabilecegi bulunmustur.

Cao ve ark. (2015) tarafindan yapilan calismada; pankreas kanseri kok
hiicrelerinde kersetinin CD24 ve CD133 ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir. Zhou
ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise; kersetinin siilforafan ile sinerjik etki
gostererek pankreas kanseri kok hiicresinin proliferasyonunu, anjiyogenezini ve
kanser kok hiicre belirteglerinin ekspresyonunu azaltici ve apoptozu uyarici potansiyel

etkileri saptanmistir.

Cig besinin tiiri, isleme ve analitik yontemlerinin standardizasyonu, besin
matriksi gibi birgok faktor kersetinin miktarin1 ve 6zelliklerini etkilemektedir. Meyve
ve sebze tiikketimi ile diyetten giinliik ortalama 15 mg ile 40 mg arasinda kersetin

almabilmektedir (Kumar ve ark., 2017).

15



Tablo 2. Bazi besinlerin kersetin igerikleri

Besin Kersetin Miktar1 (mg/100 g)
Kakao tozu (sekersiz) 20.10
Kizilcik (¢ig) 14.00
Sogan (¢ig) 13.27
Ispanak (¢ig) 4.86
Elma (kabuklu) 4.42
Brokoli (¢ig) 3.21
Yesil cay 2.69
Siyah ¢ay 1.99
Kirmizi sarap 0.84

(Kumar ve ark., 2017)

Kersetin genellikle supleman olarak 50 mg ile 500 mg dozlarinda, kapsiil veya
tablet seklinde bulunmaktadir. Kersetin dozu, tedavi edilecek saglik durumuna bagh
olarak Onerilmektedir, fakat kersetin i¢in standart bir doz onerilmemistir (Kumar ve
ark., 2017). Kersetin kullanimiyla ilgili olarak, insan miidahale ¢alismalar1 (6zellikle
uzun siireli (>12 hafta) ve yiiksek dozda supleman olarak kersetin (=1000 mg/giin)
uygulamasi ile ilgili olan) eksikliginden dolay1 giivenlik agisindan bilimsel bilgiler

sinirlidir. Bu yiizden klinik agidan yan etkileri belirlemeye yonelik olarak miidahale

caligmalarinin yapilmasi 6nerilmektedir (Andres ve ark., 2018).
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(Gupta ve Pramanik, 2016)

2.4. Pankreas Kanseri Kok Hiicresi ve Epitelyal-Mezenkimal Transisyon

Epitelyal-mezenkimal transisyon, gostermis oldugu farkli fonksiyonel sonuglara
gore 3 alt tiirde siniflandirilmaktadir. Tip 1 EMT, mezenkimal hiicreleri olusturabilen
tiirdiir. Ayn1 zamanda, mezenkimal-epitelyal transisyon (MET) aracilig1 ile sekonder
epitel olusumu goriilebilmektedir. Embriyonik gastrulasyon ve noral krest hiicreleri ile
iligkilidir. Tip 2 EMT, yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu ile iliskili olan tiirdiir.
Tip 3 EMT ise, genetik ve epigenetik degisiklik geciren epitelyal neoplastik hiicrelerde
olugsmaktadir. Neoplastik hiicrelerin, kan dolasimi yolu ile migrasyon yapabilme ve
sekonder nodiil olusturabilme ozellikleri vardir. Bu 6zellikler, kanser progresyonu
Klinik tablosu i¢in 6nem tasimaktadir (Zhou ve ark., 2017). Tip 3 EMT, kanser
hiicrelerinde goriiliir ve tiimdr metastazi sirasinda diseminasyon, invazyon gibi birkag
farkli asamada 6nemli yere sahiptir. Metastatik timor hiicreleri, kan dolagimi aracilig
ile migrasyon yapabilirler ve bazi durumlarda mezenkimal-epitelyal transisyon
yoluyla diger bolgelerde sekonder tiimorler olusturabilirler. Tip 3 EMT sirasinda; bazi

hiicreler mezenkimal ozellikler kazanirken, bazilart epitel 6zelliklerini
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koruyabilmektedir. Baz1 hiicreler ise, tamamen mezenkimal olabilmektedir (Polireddy

ve Chen, 2016).

Kanser kok hiicreleri, metabolik olarak EMT fenotipi ile iliskilendirilmektedir
(Heeschen ve Sancho, 2016). EMT siireci, epitelyal Ozelliklere sahip hiicrenin
mezenkimal 6zelliklere sahip hiicreye farklilasmasi, migrasyonun kolaylasmasi ve
yeni odaga yerlesen hiicrenin tekrar epitelyal 6zelligini koruyarak metastaz yaptigi
bolgede cogalmasidir. Bu siire¢ tiimdr gelismesinde Onem tasimaktadir. Cesitli
cevresel faktorler EMT olusumunu uyarmaktadir. Bu faktorler; hiicre-hiicre
iletisiminin ve hiicre polaritesinin kaybi olarak sayilabilir. Migrasyon ve invazyon
yapabilme yeteneklerinden dolayi, epitelyal hiicre yapisinin bozularak mezenkimal

hiicre yapisina farklilasmasi gergeklesmektedir (Morandi ve ark., 2017).

Epitelyal belirtegler; E-kaderin, klaudinler, okludinler, sitokeratin ve mezenkimal
belirtegler ise; N-kaderin, vimentin, matriks metalloproteinazlar, fibronektin olarak
sayilabilir (Guerra ve ark., 2017; Morandi ve ark., 2017). EMT siirecinde; epitelyal
hiicrede adhezyon yeteneginde ve siki baglanti proteinlerinde (klaudin 1 ve 7, okludin
ve E-kaderin) azalma ve matriks metalloproteinazlarda artma meydana gelmekte,
mobilite artmaktadir (Tanase ve ark., 2014). Epitelyal kanserlerden olan pankreas
kanserinde EMT, kanser gelisiminin 3 major adimi (invazyon, diseminasyon ve
metastaz) ile iliskilidir. EMT siirecinde hiicreler, epitelyal hiicre-hiicre baglantilarini
ve apikal-bazal hiicre polaritelerini kaybederler. Hiicreler mezenkimal 6zellik
kazanarak migrasyon yapabilirler (Zhou ve ark., 2017). Pankreas kanseri kok
hiicrelerinde; CD133’lin hipoksik sartlar altinda, hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa
(HIF-1a) ekspresyonunu uyardigi saptanmustir. Sonrasinda N-kaderinde artisa bagli
olarak, EMT ozellik goriilmesine ve tiimor migrasyonuna neden oldugu belirtilmistir

(Maeda ve ark., 2016).
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Sekil 6. Epitelyal-mezenkimal transisyonun genel 6zellikleri

(Morandi ve ark., 2017)
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2.5. Resveratrol ve Epitelyal-Mezenkimal Transisyon

Metastaz siireci karmagiktir ve tiimor olusumu icin kanser hiicrelerinin primer
bolgeden uzak bolgelere yayilmasini igermektedir. EMT, metastatik kaskadin
baslangi¢ asamasinda gerekli olan durumdur. Resveratrol, EMT'yi diizenleyen bir¢ok
sinyal yolagina miidahale ederek kanser hiicrelerinin motilitesini ve invazyonunu

inhibe edebilmektedir (Elshaer ve ark., 2018).

Resveratrol; transforme edici bitylime faktorii-beta 1 (transforming growth factor-
beta 1, TGF-B1)/small mothers against decapentaplegic (Smad), Wnt/B-katenin,
fosfotidil inositol 3 kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt)/NF-xB yolaklarini ve EMT'yi
inhibe ederek metastaz1 Onleyebilmektedir. Ayrica resveratrol, HIF-lo bagimli
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii (vascular endothelial growth factor, VEGF)

inhibe ederek anjiyogenezi onleyebilir (Sekil 7), (Elshaer ve ark., 2018).

Resveratrol, Hedgehog sinyal yolagi ile uyarilan EMT-iliskili morfolojik
degisiklikleri geriye dondiirebilmektedir. Ayrica resveratrol, migrasyon ve invazyonla
iligskili olan molekiillerden MMP ekspresyonunu azaltabilmektedir (Kim ve ark.,

2016).
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Sekil 7. Resveratroliin anti-kanser mekanizmalar1 ve EMT tizerindeki etkisi

(Elshaer ve ark., 2018)

Pankreatik stellat (yildiz) hiicrelerinin aktive olmasi, pankreas kanseri
hiicrelerinde malignitenin gergeklesmesine neden olabilmektedir. Resveratrol
uygulamasiyla birlikte invazyonda, migrasyonda ve a-SMA veya ACTA-2 proteininin

ekspresyonunda azalma oldugu bulunmustur (Yan ve ark., 2018).

2.6. Kersetin ve Epitelyal-Mezenkimal Transisyon

Kersetinin epidermal kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin incelendigi bir
caligmada, kersetinin kaderin degisimini (E-kaderinden N-kaderine) tersine ¢evirerek,
hiicre-hiicre etkilesimlerinin bozulmasini 6nleyerek ve invazyonu inhibe ederek, EMT

stirecini Onleyici potansiyel bir etki gosterdigi bulunmustur (Lin ve ark., 2011a).

Kersetin-3-O glikozit, insan pankreas kanseri hiicrelerinde epidermal biiyiime
faktorti (epidermal growth factor, EGF) ile uyarilan migrasyonu inhibe edici
potansiyel 6zellik gostermektedir. Kersetin-3-O glikozit, epidermal biiyiime faktorii
reseptoriinii (epidermal growth factor receptor, EGFR) inhibe ederek, EGF’nin

reseptOriine baglanmasin1 onlemektedir. Daha sonrasinda PI3K ve Akt yolaklarinin
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gelismesine engel olarak, migrasyonu inhibe edebilmektedir (Sekil 8), (Lee ve ark.,
2015).

Kersetin-3-0-Glikozit=——] EGFR

Migrasvon

Sekil 8. Insan pankreas kanseri hiicrelerinde, EGF kaynakl1 migrasyonu bloke etmede
kersetinin etki mekanizmasi

(Lee ve ark., 2015)

Interlkin-6  (IL-6), EMT’yi uyararak kanser hiicrelerinde invazyonu
destekleyebilir. PATU-8988 pankreas kanseri hiicrelerinde kersetinin (80 uM, 24 saat)
IL-6 ile uyarilan EMT’yi ve MMP sekresyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica,
kersetin uygulamasi sonrasinda E-kaderinde artma, N-kaderin ve vimentinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Boylece, kersetinin invazyon ve metastaz siirecini tersine

¢evirdigi sonucuna varilmistir (Yu ve ark., 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Reaktifler ve Hiicre Uygulamalari

Resveratrol  ((E)-5-(2-(4-Hidroksifenil)etenil)-1,3-benzendiol; >%99 saflik)
(Sigma, R5010), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (PanReac AppliChem) igerisinde
¢Ozdiriilmistir. Ayrica, kersetin (2-(3,4-Dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-
benzopiran-4-on, 3,3’,4',5,6-pentahidroksiflavon; >%95 saflik) (Sigma, Q4951) de
DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Resveratrol ve kersetin kullanilacagi zaman,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Capricorn Scientific, DMEM-LPA)
ile diliie edilmistir. Etkin dozun belirlenmesi igin  hiicrelere  farkli

konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100 pM) resveratrol ve kersetin uygulanmaistir.

3.2. Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiiri

Bu ¢alisma i¢in, insan pankreas kanseri hiicre hattt olan PANC-1 (ATCC: CRL-
1469) kullanilmistir. PANC-1 hiicreleri DMEM vasati igerisinde; %10 1s1 ile inaktive
edilmis Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-
11B), %1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B) ve %1 L-glutamin
(Capricorn Scientific, GLN-B) ile hazirlanmistir. 37°C ve %5 karbondioksit (CO>)
olan nemli ortamda hiicreler kiiltiire edilmistir. Kiiltiire edilmis hiicreler konfluent
duruma ulastiginda, %0.25 tripsin-EDTA (Gibco, 1838995) soliisyonu kullanilarak

sub-kiiltiir edilmistir.

3.3. MiniMACS Sistemi ile Kanser Kok Hiicre Izolasyonu

Insan pankreas kanseri kok hiicreleri MiniMACS sistemi ile izole edilmistir
(Miltenyi Biotec, Almanya). Ilk olarak, PANC-1 hiicreleri tripsinizasyon yoluyla
toplanmistir (MiniMACS sisteminden gecirilen toplam hiicre sayis1 2x10% idi.).
Santrifiij isleminden sonra, siipernatant elimine edilmis ve 60 pl tampon (Miltenyi

Biotec, Almanya, 130-100-857) ilave edilerek hiicreler tekrar siispanse edilmistir.
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Daha sonra, 20 ul bloklama reaktifi (Miltenyi Biotec, Almanya, 130-100-857) ve 20
ul isaretlenmis CD133 microbead antikoru (Miltenyi Biotec, Almanya, 130-100-857)
eklenmis ve 15 dakika boyunca buz lizerinde karistirilarak hiicrelerin inkiibasyonu
yapilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, 1 ml tampon eklenerek santrifiij islemi (10 dakika)
yapilmustir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilarak, 500 pl tampon eklenmis ve pelet
tekrar siispanse edilmistir. Manyetik ayirma islemi i¢in kolon manyetik alana
yerlestirilmis ve 500 pl tampon ile kolon yikanmistir (Kolonlar, CD133+ hiicrelerin
pozitif seleksiyonu i¢in iretilmistir.). Hiicreler CD133 antikoru ile isaretlendikten
sonra, hiicre siispansiyonu kolondan gecirilmis ve CD133+ hiicreler pozitif seleksiyon
ile kolonda kalmistir. Boylece, CD133- hiicreler alttaki tiipte birikmistir. Kolon
manyetik alandan ayrilarak, 1 ml tampon ile kolona ait siringa ile hizlica yikanmustir.
CD133+ hiicreler ayr bir tiipte toplanmistir. Sonra, kolon en az iki kere daha 500 pl
tampon ile tekrar yikanmistir. 10 dakika santrifiij yapilarak tampon uzaklastirilmistir.

Hiicreler vasat ile bir kez yikandiktan sonra kiiltiir kabina konularak kiiltiire edilmistir.

Wi e 2224

Resim 1. MiniMACS ile kanser kok hiicre izolasyonu

3.4. Hiicre Canlihgi ve Hiicre Biiyiimesi Analizi

Sitotoksisite analizi, MTT testi (Glentham Life Sciences, GC4568) ile
degerlendirilmistir. Stok resveratrol (Sigma, R5010) ve kersetin (Sigma, Q4951)
soliisyonlari, DMSO igerisinde hazirlanmistir. Resveratrol ve kersetin kiiltiir vasati ile
diliie edilerek bes farkli konsantrasyon (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) i¢in hazirlanmistir.

PANC-1 hiicreleri toplanarak vasat igerisinde slispanse edilmis ve 96 kuyucuklu hiicre
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kiiltiirii kabina her bir kuyucuga 5x10° yogunluktaki hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Negatif kontrol satir1 ne hiicre ne de resveratrol veya kersetin icermezken, pozitif
kontrol satir1 sadece ekilmis hiicreleri icermekteydi ve tiimii 24 ve 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, 10 ul MTT soliisyonu her bir kuyucuga
eklenmis ve 4 saat boyunca 37°C ve %5 CO: ortaminda bekletilmistir. Sonra,
formazan kristallerini ¢6zdlirmek i¢in 50 pl DMSO eklenmistir. Absorbans 570 nm’de
spektrofotometre ile dlglilmistiir (VersaMax, Molecular Device, Sunnyvale, Amerika
Birlesik Devletleri). Tiim deneyler, her reaktif (resveratrol ve kersetin) icin li¢ kez

yapilmustir.

3.5. Immiinositokimya

Hiicreler, Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline, PBS) ¢ozeltisi i¢inde
%4’ liik paraformaldehit (Sigma-Aldrich, 158127-25G) ile 30 dakika boyunca 4 °C'de
fikse edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra, hiicre gegirgenligini artirmak i¢in hiicrelere
%0.1 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8532) eklenerek 15 dakika boyunca
bekletilmistir. PANC-1 hiicreleri PBS ile yikanmis ve endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek i¢in hiicreler oda sicakliginda, 5 dakika boyunca, %3 hidrojen peroksit
(H202) (Riedel-de Haén, 70570) ile inkiibe edilmistir. PBS ile ii¢ kere 5’er dakika
yikama yapildiktan sonra, blokloma soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Bloklama soliisyonu uzaklastirildikan ve PBS ile tekrar yikandiktan
sonra hiicreler, primer antikorlar olan vimentin (10366-1-AP, Proteintech), ACTA-2
(14395-1-AP, Proteintech), N-kaderin (13769-1-AP, Proteintech), TNF-a (sc-52746,
Santa Cruz Biotechnology) ve IL-1p (sc-7884, Santa Cruz Biotechnology) ile bir gece
boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. PBS ile tekrar yikama islemi yapildiktan sonra (ii¢
kere 5’er dakika), hiicreler biotinlenmis sekonder antikor (Protein Novex Life
Technologies, 1666262A) ile 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. 100 pl Horseradish
Peroksidaz (HRP)-Streptavidin kompleksi (Protein Novex Life Technologies,
1666262 A) kiiltiire edilmis hiicrelere eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Daha sonra, hiicreler PBS ile yikanmis ve immiinohistokimyasal
reaksiyonun goriiniirliiglinii saptamak i¢in hiicrelere Diaminobenzidin (DAB) (ScyTek
Laboratories, 38611) eklenerek 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. DAB, distile su
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ile yikanmis ve hiicrelere artalan boyamanin saglanmasi i¢in Mayer’s Hematoksilen
solisyonu 5 dakika boyunca uygulanmistir. Daha sonra, kapatma vasati ile
kapatilmistir  (Merck Millipore, 1092490500, Almanya). Tim o6rnekler, 1s1k
mikroskobu kullanilarak degerlendirilmistir (Olympus BX40, Tokyo, Japonya).
Vimentin, ACTA-2, N-kaderin, TNF-a ve IL-1B boyanmalari, yar1 kantitatif olarak
Histolojik-Skor (H-SKOR) kullanilarak derecelendirilmistir. Asagidaki denkleme
gore hesaplama yapilmistir: H-SKOR= Zn (i+1). Denklemdeki i, boyanmanin
yogunlugunu (intensity) gostermektedir. i: 1, 2 ve 3 (sirasiyla, zayif, orta ve giiglii)
degerlerini alabilmektedir. Bunlara ek olarak i ise, her yogunluktaki boyanmis

hiicrelerin yiizdesini gostermektedir (%0 ve %100 arasinda degisen).

3.6. Arastirma Tiirii ve Arastirma Yeri

Tez ¢alismasinda kullanilan arastirma tiirli, deneysel arastirmadir. Resveratrol ve
kersetin uygulanan gruplar deney gruplarini, resveratrol ve kersetin uygulanmayan
gruplar ise kontrol gruplarimi olusturmaktadir. Calismanin laboratuvar asamalari,

YDU-DESAM ve MCBU Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlari’nda yiiriitiilmiistiir.

3.7. istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama + Standart Sapma (Standard Deviation, SD) olarak ifade
edilmistir. Bulgular, Sosyal Bilimler igin Istatistik Paket Programi 18.0 (Statistical
Package for the Social Sciences 18.0, SPSS 18.0) kullanilarak analiz edilmistir. Mann-
Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri (hangisi uygunsa) gruplar arasindaki farkliliklar
i¢cin kullanilmistir. p degeri <0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Siirekli
verilerin ¢oklu gruplar arasinda karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi (One
Way Analysis of Variance, ANOVA) kullanilmustir. Istatistiksel agidan anlamlilik
bulundugunda, ikili Kkarsilagtirmalar i¢in post-hoc testi olarak Tukey testi

uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. CD133+ ve CD133- PANC-1 Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Boyanmasi

Kanser kok hiicreleri (CD133+ hiicreler), PANC-1 hiicrelerinden CD133 antikoru
kullanilarak MiniMACS sistemi ile elde edilmis ve immiinohistokimyasal
karakterizasyon yapilmigtir. Hiicreler CD133 antikoru ile isaretlendikten sonra,
CD133+ hiicreler pozitif seleksiyon ile kolonda kalmistir. CD133 antikoru ile
immiinohistokimyasal boyanma sonrasinda, CDI133+ hiicrelerin (Resim 2 B)
yogunlugunun CD133- hiicrelerden (Resim 2 D) daha fazla oldugu bulunmustur.
Immiinohistokimyasal boyanma sonrasinda CD133+ hiicrelerin yiizdesi yaklasik

%85.8 olarak hesaplanmustir.
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Resim 2. MiniMACS ile PANC-1 hiicre hattindan elde edilen CD133+ kontrol (A),
CD133+ hiicreler (B), CD133- kontrol (C) ve CD133- hiicreler (D). Olgek: 20 um
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4.2. Hiicre Canlilig1 ve Sitotoksisitesi

Farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol, CD133+
PANC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Hiicrelerin canliligi, MTT
testi kullanilarak degerlendirilmistir. Resveratroliin tiim konsantrasyonlarinin,
CD133+ PANC-1 hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve doza ve zamana bagli bir sekilde

toksik etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 9).

MTT Testi

Resveratrol
60

50

40
30 H 24 saat CD133+
W48 saat CD133+
20
10
0 —— ——— —— —— ——

SpM 10pM 25pM SOpM 100 pM

Hiicre Canlihig: (%)

Sekil 9. Resveratroliin doz-yanit siitunlart ve yart maksimal inhibitor konsantrasyonu
(the half maximal inhibitory concentration, ICso) degerleri. Hiicre canliligi, MTT testi
ile 6l¢iilmistiir. CD133+ hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol uygulanmustir.

CD133- PANC-1 hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100
uM) resveratrol, 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Hiicrelerin canliligi, MTT testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Resveratroliin tiim konsantrasyonlarinin, CD133-
PANC-1 hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve doza ve zamana baglh bir sekilde toksik

etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Resveratroliin doz-yanit siitunlar1 ve 1Cso degerleri. Hiicre canliligi, MTT
testi ile Olglilmistir. CDI133- hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol uygulanmustir.

CD133+ PANC-I hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100
uM) kersetin, 24 ve 48 saat boyunca uygulanmigtir. Hiicrelerin canliligi, MTT testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kersetinin tiim konsantrasyonlarmin, CD133+
PANC-1 hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve doza ve zamana bagli bir sekilde toksik

etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Kersetinin doz-yanit siitunlart ve 1Cso degerleri. Hiicre canliligi, MTT testi
ile dl¢lilmiistiir. CD133+ hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(5, 10, 25, 50 ve 100 uM) kersetin uygulanmaistir.

CD133- PANC-1 hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100
uM) kersetin, 24 ve 48 saat boyunca uygulanmigtir. Hiicrelerin canliligi, MTT testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kersetinin tiim konsantrasyonlarinin, CD133- PANC-
1 hiicre proliferasyonunu azalttigi ve doza ve zamana bagli bir sekilde toksik

etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Kersetinin doz-yanit siitunlar1 ve 1Cso degerleri. Hiicre canliligi, MTT testi
ile 6l¢iilmistir. CD133- hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(5, 10, 25, 50 ve 100 uM) kersetin uygulanmaistir.

CD133+ ve CD133- PANC-1 hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25,
50 ve 100 pM) resveratrol ve kersetin, 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir.
Hiicrelerin canliligi, MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir. Resveratrol ve
kersetinin tiim konsantrasyonlarinin, PANC-1 hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve doza
ve zamana bagli bir sekilde toksik etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 13 ve Sekil
14). Diger konsantrasyonlara kiyasla resveratroliin 24 saat inkiibasyon siiresindeki 5
uM konsantrasyonunun, hem CD133+ hem de CD133- hiicre biiyiimesini azaltmada
daha etkili oldugu bulunmustur (Sekil 13). Ayrica, diger konsantrasyonlarla
karsilastirildiginda  kersetinin 48 saatlik inkiibasyon siiresindeki 10 pM
konsantrasyonu, hem CD133+ hem de CD133- hiicre biiyiimesini azaltmada daha
etkili olmustur (Sekil 14). Bu nedenle, anti-kanser aktivitelerini degerlendirmek igin
24 saatlik 5 pM resveratrol ve 48 saatlik 10 uM kersetin konsantrasyonlar

kullanilmistir.
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MTT Testi
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Sekil 13. Resveratroliin doz-yanit siitunlar1 ve 1Cso degerleri. Hiicre canliligi, MTT
testi ile Olciilmiistiir. CD133+ ve CD133- hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) resveratrol uygulanmaistir.

32



MTT Testi
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Sekil 14. Kersetinin doz-yanit siitunlar1 ve ICso degerleri. Hiicre canliligi, MTT testi
ile Ol¢lilmistiir. CD133+ ve CD133- hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM) kersetin uygulanmustir.

4.3. Hiicre Morfolojisi

Pankreas kanseri CD133+ ve CD133- hiicreleri, epitelyal morfolojiye sahiptir ve
tek tabakali yapisma Ozelliklerine sahip ortamda kiiltiire edilir. Ayrica, CD133+ ve
CD133- hiicrelerinin morfolojileri benzerdir (Resim 3 A ve Resim 3 C). Resveratrol
(Resim 3 B ve Resim 3 E) veya kersetin (Resim 3 C ve Resim 3 F) uygulandiktan
sonra, her iki PANC-1 CD133+ (Resim 3 B ve Resim 3 C) ve CD133- (Resim 3 E ve
Resim 3 F) hiicrelerinin sekilleri yine epiteloid iken, hiicrelerin biiyiikliikleri daha
kiigliktiir. Ayrica, ylizen hiicreler de tespit edilmistir (Resim 3 B, Resim 3 C, Resim 3
E ve Resim 3 F).
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Resim 3. Inverted mikroskopta gériintiilenen PANC-1 CD133+ (A-C) ve CD133- (D-
F) hiicreleri, resveratrol uygulandiktan sonra (B, E) ve kersetin uygulandiktan sonra
(C, F). Olgek: 200 pm

4.4. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerinde ACTA-2 immiinoboyamasi zayif-orta
yogunlugunda bulunmustur (Resim 4 A ve Resim 4 B, Tablo 3). Kersetin uygulanan
CD133+ hiicrelerine gore kontrol grubunda, ACTA-2 immiinoreaktivitesi anlaml
olarak daha fazla saptanmigtir (p=0.009, Tablo 4). Kontrol grubu ve Kkersetin
uygulanan CD133- hiicrelerinde ACTA-2 i¢in immiinoboyama yogunlugu orta derece
olarak tespit edilmistir (Resim 4 C ve Resim 4 D, Tablo 3). ACTA-2 i¢in H-SKOR
degerleri; 260.66+4.77, 171.16+17.73, 231.71£17.79 ve 241.33+25.01 olarak
belirlenmistir (sirastyla, CD133+ kontrol, kersetin uygulanan CD133+ hiicreler,
CD133- kontrol ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4). Ayrica ACTA-2
icin; Kersetin uygulanan CD133- hiicrelerin kontrol grubuna gore daha fazla H-
SKOR’a sahip oldugu bulunmus, fakat aralarindaki fark anlamli olarak tespit
edilmemistir (p>0.05, Tablo 4).
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Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerinde ve kontrol grubunda IL-1f3’nin
immiinoboyama yogunlugu zayif olarak bulunmustur (Resim 4 E ve Resim 4 F, Tablo
3). Fakat, kersetin uygulanan CD133- hiicrelerde IL-1p immiinoboyama yogunlugu
zayif-orta derece olarak tespit edilmistir (Resim 4 G ve Resim 4 H, Tablo 3). IL-1’nin
H-SKOR degerleri; 139.91+13.72, 105.66+2.49, 188.43+£53.04 ve 186.33+32.25
olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, kersetin uygulanan CD133+ hiicreler,
CD133- kontrol ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4). Kersetin
uygulanan CD133+ ve CD133- hiicreler ile karsilastirildiginda, hem CD133+
(p=0.009) hem de CD133- (p>0.05) kontrol gruplarinda IL-1f i¢in H-SKOR
degerlerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Tablo 4).

Kersetin uygulanan CD133+ ve CD133- hiicrelerde N-kaderin immiinoboyamasi
zayif olarak bulunmustur (Resim 4 I, Resim 4 J, Resim 4 K ve Resim 4 L, Tablo 3).
N-kaderinin H-SKOR degerleri; 157.05+£17.18, 104.89+4.48, 220.26+7.39 ve
144.56+21.41 olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, kersetin uygulanan
CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4).
Ayrica, kersetin uygulanan CD133+ (p=0.009) ve CD133- (p=0.009) hiicrelerde N-
kaderin i¢cin H-SKOR degerleri anlamli olarak daha az tespit edilmistir (Tablo 4).

Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde TNF-o immiinoboyamasi zayif-orta
derece olarak gosterilmistir (Resim 4 M ve Resim 4 N, Tablo 3). TNF-a i¢in H-SKOR
degerleri; 111.87+10.15, 153.754£23.29, 214.60+£16.84 ve 120.26+11.96 olarak
belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, kersetin uygulanan CD133+ hiicreler,
CD133- kontrol ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4). Tablo 4’te
gosterildigi gibi, kontrol grubuna gore kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde TNF-a
icin H-SKOR anlamli olarak daha fazla bulunmustur (p=0.009). Kersetin uygulanan
CD133- hiicrelerde TNF-a immiinoboyamasi ise zayif derece olarak tespit edilmistir
(Resim 4 O ve Resim 4 P, Tablo 3). Bunlara ek olarak, CD133- kontrol grubunda TNF-

o immiinoreaktivitesi anlamli olarak daha fazla saptanmistir (p=0.009, Tablo 4).

Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde ve kontrol grubunda vimentin
immiinoboyamasinin yogunlugu orta derece olarak goriilmiistiir (Resim 4 Q ve Resim
4 R, Tablo 3). Ayrica; 210.47+6.76, 225.10+7.13, 235.38+7.88 ve 230.65+24.86 H-

SKOR’lar1 vimentin igin bulunmustur (sirasiyla, CD133+ kontrol, kersetin uygulanan
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CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4).
Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde vimentin immiinoreaktivitesi anlamli olarak
daha fazla tespit edilmistir (p=0.016, Tablo 4). Benzer olarak, kersetin uygulanan
CD133- hiicrelerde ve kontrol grubunda vimentin immiinoboyamasinin yogunlugu
orta derece olarak gosterilmistir (Resim 4 S ve Resim 4 T, Tablo 3). CD133- kontrol
grubunda vimentin H-SKOR’u daha fazla bulunmus, fakat istatistiksel olarak anlaml
bir fark tespit edilmemistir (p>0.05, Tablo 4).

Resveratrol uygulanan CDI133+ hiicrelerde ACTA-2 immiinoboyamasinin
yogunlugu zayif-orta derece olarak bulunmustur (Resim 5 A ve Resim 5 B, Tablo 3).
ACTA-2 i¢in H-SKOR degerleri; 253.47+£26.71, 227.47+£5.35, 262.74+£32.49 ve
265.68+29.20 olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, resveratrol uygulanan
CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo
4). Resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerine gore kontrol grubunda ACTA-2
immiinoreaktivitesi daha fazla tespit edilmistir (p>0.05, Tablo 4). Kontrol grubu ve
resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde ACTA-2 immiinoboyamasinin yogunlugu
orta derece olarak gosterilmistir (Resim 5 C ve Resim 5 D, Tablo 3). Ayrica,
resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde ACTA-2 H-SKOR’u kontrol grubundan
daha fazla bulunmus, fakat aralarinda anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05, Tablo
4).

Resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde IL-1f immiinoboyamasinin
yogunlugu zayif-orta derece olarak bulunmustur (Resim 5 E ve Resim 5 F, Tablo 3).
IL-1B i¢in H-SKOR degerleri; 245.86+17.45, 228.36+23.61, 240.40+22.53 ve
209.61+20.20 olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, resveratrol uygulanan
CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo
4). Resveratrol uygulanan CD133+ hiicreler ile kiyaslandiginda, CD133+ kontrol
grubunda IL-1B i¢in H-SKOR daha fazla tespit edilmistir (p>0.05, Tablo 4).
Resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde IL-1p immiinoboyamasmin yogunlugu
zayif derece olarak saptanmistir (Resim 5 G ve Resim 5 H, Tablo 3). Resveratrol
uygulanan CD133- hiicreler ile karsilagtirildiginda, CD133- kontrol grubunda IL-1p
icin H-SKOR anlaml1 olarak daha fazla bulunmustur (p=0.028, Tablo 4).
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Resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde N-kaderin immiinoboyamasinin
yogunlugu zayif-orta derece olarak tespit edilmistir (Resim 5 | ve Resim 5 J, Tablo 3).
N-kaderin i¢in H-SKOR degerleri; 281.33+24.84, 212.14+10.16, 245.42+21.67 ve
246.59+21.68 olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, resveratrol uygulanan
CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo
4). Resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelere gore kontrol grubunda N-kaderin i¢in H-
SKOR anlamli olarak daha fazla bulunmustur (p=0.009, Tablo 4). Resveratrol
uygulanan CD133- hiicrelerde N-kaderin immiinoboyamasinin yogunlugu orta derece
olarak gosterilmistir (Resim 5 K ve Resim 5 L, Tablo 3). Kontrol grubuna gore
resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde N-kaderin H-SKOR’u daha fazla tespit
edilmis, fakat aralarindaki fark anlamli bulunmamstir (p>0.05, Tablo 4).

Resveratrol uygulanan CDI133+ hiicrelerde TNF-o immiinoboyamasinin
yogunlugu zayif derece olarak bulunmustur (Resim 5 M ve Resim 5 N, Tablo 3). TNF-
a icin H-SKOR degerleri; 219.36+16.47, 158.25+13.84, 256.64+40.92 ve
226.57+16.25 olarak belirlenmistir (sirasiyla, CD133+ kontrol, resveratrol uygulanan
CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo
4). CD133+ kontrol grubunda TNF-a i¢in immiinoreaktivite anlamli olarak daha fazla
tespit edilmistir (p=0.009, Tablo 4). Resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde TNF-
o immiinoboyamasinin yogunlugu zayif-orta derece olarak bulunmustur (Resim 5 O
ve Resim 5 P, Tablo 3). CD133- kontrol grubunda TNF-o H-SKOR’u daha fazla
saptanmugtir (p>0.05, Tablo 4).

Resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde ve kontrol grubunda vimentin
immiinoboyamasinin yogunlugu orta derece olarak tespit edilmistir (Resim 5 Q ve
Resim 5 R, Tablo 3). Benzer olarak, resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde ve
kontrol grubunda vimentin immiinoboyamasinin yogunlugu da orta derece olarak
saptanmugtir (Resim 5 S ve Resim 5 T, Tablo 3). Ayrica; 265.11+£16.97, 258.44+5.68,
264.91+£9.10 ve 268.35+18.48 H-SKOR’lar1 vimetin i¢in bulunmustur (sirasiyla,
CD133+ kontrol, resveratrol uygulanan CD133+ hiicreler, CD133- kontrol ve
resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (Tablo 4). Sirasiyla resveratrol uygulanan
CD133+ hiicreler ve CD133- kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CD133+ kontrol
grubunda ve resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde vimentin i¢in H-SKOR daha

fazla tespit edilmis, fakat aralarindaki fark anlamli bulunmamustir (p>0.05, Tablo 4).
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Yapilan bu c¢alismada, kersetin uygulanan CD133+ hiicrelere gore kersetin
uygulanan CD133- hiicrelerde IL-1p yogunlugu anlamli olarak daha fazla saptanmigtir
(p=0.009, Tablo 4). TNF-a yogunlugu ise, kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde
(p=0.016) ve resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde (p=0.008) anlamli olarak daha
fazla bulunmustur (Tablo 4). Ayrica, kersetin ve resveratrol uygulanan CD133+
hiicrelere gore kersetin ve resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde vimentin
yogunlugu daha fazla tespit edilmis, fakat aralarindaki fark anlamli bulunmamistir
(p>0.05, Tablo 4). Bunlara ek olarak, kersetin ve resveratrol uygulanan CD133+
hiicreler ile karsilastirildiginda, kersetin uygulanan CD133- hiicrelerde (p=0.009) ve
resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde (p=0.016) N-kaderin yogunlugu anlamli
olarak daha fazla saptanmistir (Tablo 4). Kersetin ve resveratrol uygulanan CD133+
hiicrelere kiyasla, kersetin uygulanan CD133- hiicrelerde (p=0.009) ve resveratrol
uygulanan CD133- hiicrelerde (p=0.021) ACTA-2 yogunlugu anlamli olarak daha
fazla tespit edilmistir (Tablo 4).

Kersetin uygulanan CD133- hiicreler (p=0.021), resveratrol uygulanan CD133+
hiicreler (p=0.001) ve CD133- hiicreler (p=0.001) ile karsilastirma yapildigr zaman,
kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerin anlamli olarak en diisiik IL-1p yogunluguna
sahip oldugu bulunmustur (Tablo 4). TNF-a yogunlugu, resveratrol uygulanan
CD133- hiicrelere kiyasla kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde anlamli olarak daha
diisiik saptanmistir (p=0.003, Tablo 4). Fakat, kersetin uygulanan CD133- hiicrelere
gore resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde TNF-o yogunlugu anlamli olarak daha
fazla tespit edilmistir (p=0.009, Tablo 4). Ayrica, kersetin uygulanan CD133-
hiicrelere gore resveratrol uygulanan CD133- hiicrelerde TNF-a yogunlugu anlaml

olarak daha fazla belirlenmistir (p=0.000, Tablo 4).

Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelere gore resveratrol uygulanan CD133+
hiicrelerde vimentin yogunlugu anlamli olarak daha fazla bulunmustur (p=0.000,
Tablo 4). Ayrica kersetin uygulanan CD133+ hiicrelere gore resveratrol uygulanan
CD133- hiicrelerde vimentin yogunlugu anlamli olarak daha fazla tespit edilmistir
(p=0.020, Tablo 4). Kersetin uygulanan CD133+ hiicrelere kiyasla, resveratrol
uygulanan CD133+ hiicrelerde (p=0.000) ve CD133- hiicrelerde (p=0.000) N-kaderin
yogunlugu anlamli olarak daha fazla saptanmistir (Tablo 4). Ayrica kersetin uygulanan
CD133- hiicrelere gore resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde (p=0.004) ve
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CD133- hiicrelerde (p=0.000) N-kaderin yogunlugu anlamli olarak daha fazla
bulunmustur (Tablo 4). Kersetin uygulanan CD133+ hiicreler ile karsilastirildiginda,
resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerde (p=0.006) ve CD133- hiicrelerde (p=0.003)
ACTA-2 yogunlugu anlamli olarak daha fazla tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 3. 10 uM kersetin (48 saat) ve 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan CD133+
ve CD133- PANC-1 hiicrelerinde ACTA-2, IL-1B, N-kaderin, TNF-a. ve vimentin
immiinoboyamalari

ACTA-2 IL-1B N-kaderin TNF-a Vimentin
CD133+ Kontrol ++ + +/++ + T+
Kersetin CD133+ +H++ + + +/++ ++
CD133- Kontrol ++ + +H++ 4+ Tt
Kersetin CD133- ++ +++ + + ++
CD133+ Kontrol ++ ++ +H[+++ +++ ++
Resveratrol CD133+ +HH++ +HH++ +HH++ + ++
CD133- Kontrol ++ ++ +/++ ++ ++
Resveratrol CD133- ++ + ++ +/++ ++
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Tablo 4. 10 uM kersetin (48 saat) ve 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan CD133+
ve CD133- PANC-1 hiicrelerinde ACTA-2, IL-1p, N-kaderin, TNF-a ve vimentin H-

SKOR degerleri

ACTA-2

IL-1p

N-kaderin

TNF-a

Vimentin

CD133+ Kontrol

Kersetin CD133+

260.66+4.77

171.16£17.732

139.91£13.72

105.66+2.492

157.05+17.18

104.89+4.482

111.87+£10.15

153.75+23.292

210.47+6.76

225.10+£7.132

CD133- Kontrol
Kersetin CD133-

231.71£17.79
241.33+£25.01

188.43+£53.04
186.33+£32.25

220.26+7.39
144.56+21.41°

214.60+16.84
120.26+11.96°

235.38+7.88
230.65+24.86

CD133+ Kontrol

253.47+£26.71

245.86+17.45

281.33+24.84

219.36+16.47

265.11£16.97

Resveratrol CD133+ 227.47+£5.35 228.36+23.61  212.14+10.16° 158.25+13.84°  258.44+5.68
CD133- Kontrol 262.74432.49  240.40+22.53  245.42+21.67  256.64+40.92 264.91+£9.10
Resveratrol CD133- 265.68+£29.20  209.61+20.209  246.59+21.68  226.57+16.25  268.35+18.48
Kersetin CD133+ 171.16+17.73 105.66+2.49 104.89+4.48 153.75+23.29 225.10+7.13
Kersetin CD133- 241.33+25.01%¢ 186.33+£32.25% 144.56+21.41°¢ 120.26+11.96® 230.65+24.86
Resveratrol CD133+ 227.47+5.35 228.36+23.61  212.14+10.16  158.25+13.84 258.44+5.68
Resveratrol CD133-  265.68+29.20°  209.61+20.20  246.59+21.68" 226.57+26.257  268.35+18.48
0.003¢ 0.0049 0.0019 0.0019 0.0199

Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir.
Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri kullanilarak karsilagtirmalar yapilmustir.
2CD133+ kontrol grubu ve kersetin uygulanan CD133+ hiicreler arasindaki anlamli fark (p<0.05)
®CD133- kontrol grubu ve kersetin uygulanan CD133- hiicreler arasmdaki anlamli fark (p<0.05)
¢CD133+ kontrol grubu ve resveratrol uygulanan CD133+ hiicreler arasindaki anlamli fark (p<0.05)
dCD133- kontrol grubu ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler arasindaki anlamli fark (p<0.05)
¢Kersetin uygulanan CD133+ ve CD133- hiicreler arasindaki anlamli fark (p<0.05)

Resveratrol uygulanan CD133+ ve CD133- hiicreler arasindaki anlamli fark (p<0.05)
9Dort grup arasindaki anlaml fark (kersetin uygulanan CD133+ hiicreler, kersetin uygulanan CD133-
hiicreler, resveratrol uygulanan CD133+ hiicreler ve resveratrol uygulanan CD133- hiicreler), (p<0.05)

Tablo 5’te 10 uM Kkersetin (48 saat) ve 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan
CD133+ ve CD133- PANC-1 hiicrelerinde vimentin, N-kaderin ve ACTA-2
antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri gosterilmistir.
Kersetin CD133+ kontrol grubu, kersetin uygulanan CD133+ hiicreleri, kersetin
uygulanan CD133- hiicreleri ve resveratrol uygulanan CD133+ hiicrelerinde vimentin,
N-kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki fark anlamli olarak
bulunmustur (p<0.05).

Kersetin CD133+ kontrol grubunda, ACTA-2 ve vimentin ile ACTA-2 ve N-

kaderin antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir
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(p<0.05). ACTA-2 i¢in H-SKOR degeri daha yiiksek olarak tespit edilmistir (Tablo 5
a). 10 uM kersetin (48 saat) uygulanan CD133+ hiicrelerinde, vimentin ve ACTA-2
ile vimentin ve N-kaderin antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki fark istatistiksel
acidan anlamhidir (p<0.05). Vimentin i¢cin H-SKOR degeri daha yiiksek olarak
saptanmustir (Tablo 5 b). 10 uM kersetin (48 saat) uygulanan CD133- hiicrelerinde, N-
kaderin ve vimentin ile N-kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-SKOR degerleri
arasindaki fark istatistiksel agidan dnemlidir (p<0.05). N-kaderin i¢in H-SKOR degeri
daha disiik olarak bulunmustur (Tablo 5 ¢). 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan
CD133+ hiicrelerinde, vimentin ve N-kaderin ile vimentin ve ACTA-2 antikorlarinin
H-SKOR degerleri arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05). Vimentin
icin H-SKOR degeri daha yiiksek saptanmigtir (Tablo 5 d).

Tablo 5. 10 uM kersetin (48 saat) ve 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan CD133+
ve CD133- PANC-1 hiicrelerinde vimentin, N-kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-
SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri

Kersetin Kersetin Kersetin Kersetin
CD133+ CD133+ CD133- CD133-
Kontrol Kontrol
Vimentin
N-kaderin 0.002% 0.002° 0.090 0.008°
ACTA-2
Resveratrol Resveratrol ~ Resveratrol  Resveratrol
CD133+ CD133+ CD133- CD133-
Kontrol Kontrol
Vimentin
N-kaderin 0.278 0.004¢ 0.428 0.416
ACTA-2
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Tablo 5. a. Kersetin CD133+ kontrol grubunda vimentin, N-kaderin ve ACTA-2
antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri

Kersetin CD133+ Kontrol p
Vimentin N-kaderin 0.003
ACTA-2 0.000
N-kaderin Vimentin 0.003
ACTA-2 0.000
ACTA-2 Vimentin 0.000
N-kaderin 0.000

Tablo 5. b. 10 uM Kkersetin (48 saat) uygulanan CD133+ hiicrelerinde vimentin, N-
kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri

Kersetin CD133+ p
Vimentin N-kaderin 0.000
ACTA-2 0.003
N-kaderin Vimentin 0.000
ACTA-2 0.002
ACTA-2 Vimentin 0.003
N-kaderin 0.002

Tablo 5. ¢. 10 uM kersetin (48 saat) uygulanan CD133- hiicrelerinde vimentin, N-
kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri

Kersetin CD133- p
Vimentin N-kaderin 0.001
ACTA-2 0.872
N-kaderin Vimentin 0.001
ACTA-2 0.001
ACTA-2 Vimentin 0.872
N-kaderin 0.001
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Tablo 5. d. 5 uM resveratrol (24 saat) uygulanan CD133+ hiicrelerinde vimentin, N-
kaderin ve ACTA-2 antikorlarinin H-SKOR degerleri arasindaki anlamlilik dereceleri

Resveratrol CD133+ p
Vimentin N-kaderin 0.000
ACTA-2 0.000
N-kaderin Vimentin 0.000
ACTA-2 0.064
ACTA-2 Vimentin 0.000
N-kaderin 0.064
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CD133+ Kontrol Kersetin CD133+ CD133- Kontrol Kersetin CD133-
5 Ry

‘s

. §

v

N-kaderin

Vimentin

'Q“\ | 4‘11’-

Resim 4. Standart kiiltiir sartlarinda ve 10 uM kersetin ile 48 saat kiiltiire edilen
PANC-1 CD133+ ve CD133- hiicrelerinde ACTA-2, IL-1B, N-kaderin, TNF-a ve
vimentin immiinoreaktiviteleri (A-T, Olgek: 100 pm)
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Resveratrol
CD133-

CD133+ Kontrol Resveratrol CD133+ CD133- Kontrol

ACTA-2

N-kaderin

TNF-a

Vimentin

Resim 5. Standart kiiltiir sartlarinda ve 5 uM resveratrol ile 24 saat kiiltiire edilen
PANC-1 CD133+ ve CD133- hiicrelerinde ACTA-2, IL-1B, N-kaderin, TNF-a ve
vimentin immiinoreaktiviteleri (A-T, Olgek: 100 pm)
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5. TARTISMA ve SONUC

Resveratrol ve kersetin, kanser kok hiicre aktivitesini baskilayarak anti-kanser
aktivite gosteren ve birgok bitki tiirlinde bulunan polifenolik bilesiklerdendir (Shukla
ve Singh, 2011; Gupta ve Pramanik, 2016). Bir¢ok ¢alisma, kersetin ve resveratroliin
farkli kanser hiicre hatlarinda (oral kanser hiicreleri, meme kanseri kok hiicreleri,
prostat kanseri hiicreleri vb.) EMT yetenegini azaltabilecegini gostermistir (Chen ve
ark., 2013; Tsai ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016; Kim ve ark., 2018; Wang ve ark.,
2018). Resveratrol ve kersetin pankreas kanseri kok hiicresi iizerinde ayri ayri
calisilmis olmasina ragmen, simdiye kadar pankreas kanseri kok hiicresinde epitelyal-
mezenkimal transisyon ile resveratrol ve kersetin (birlikte kullanildigi) arasindaki

iliski hakkinda bir ¢alisma yapilmamstir.

Farkli hiicre ayirma yontemleri bulunmaktadir. MiniMACS, hiicreleri pozitif
seleksiyon ile manyetik olarak ayiran hizli ve pratik bir yontemdir. Pankreas kanseri
kok hiicrelerinde; CD44+ ve CD24+ hiicrelere gore CD133+ hiicreler, daha fazla
tiimdr olusturma ve metastatik potansiyele sahiptir. Bu nedenle, CD133’{in anlamh
olarak hiicre ylizey belirteci olabilecegi onerilmistir (Lee ve ark., 2011). Cao ve ark.
(2015), pankreas kanseri kok hiicrelerinde kersetinin CD133 ekspresyonunu
azaltabilecegini gOstermistir. Ayrica, resveratroliin yiiksek oranda tiimorijenik olan
insan pankreas kanseri kok hiicre 6zelliklerini (CD133+CD44+CD24+ESA+) inhibe
edebilecegi de baska bir ¢calismada bulunmustur (Shankar ve ark., 2011). Yapilan bu
calismada da MiniMACS yontemi ile PANC-1 hiicrelerindeki CD133+ hiicreler
pozitif seleksiyon ile elde edilmistir. Ayrica resveratrol ve kersetin uygulamasi
sonrasinda, CD133+ hiicrelerin canliliginda ve proliferasyonunda azalma oldugu tespit
edilmistir. 25 uM dozunda ve 48, 72 ve 96 saat siirelerinde uygulanan kersetinin,
pankreas kanseri kok hiicrelerinde CD24 ve CDI133 hiicre yiizey belirteclerinin
ekspresyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica, transwell testi kullanilarak invazyon
ozelligine bakilmistir. Bu teste gore, negatif kontrol ile karsilastirildiginda kersetinin
pankreas kanseri kok hiicrelerinin invaziv aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (Cao

ve ark., 2015).
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Epitelyal-mezenkimal  transisyonu belirlemek igin  ¢esitli  belirtegler
kullanilmaktadir. Sitokeratinler, E-kaderin ve integrinler en sik kullanilan epitelyal
belirteclerdir. Fibronektin, N-kaderin ve vimentin ise mezenkimal belirteclerdir. E-
kaderinden N-kaderine geg¢is, epitelyal-mezenkimal transisyonu gézlemlemek i¢in
kullanilabilir (Zhou ve ark., 2017). Insan pankreas kanseri PATU-8988 hiicrelerine
farkli konsantrasyonlardaki (0, 20, 40 ve 80 uM) kersetin 24 saat boyunca
uygulanmistir. Calismada kersetinin N-kaderinde mesajc1 Riboniikleik Asit (MRNA)
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Yu ve ark., 2017). Ayrica, kersetinin bas ve
boyun kanseri kaynakli kiire hiicrelerinde EMT ile iliskili proteinleri (N-kaderin ve
vimentin) doza bagimli bir sekilde (12.5, 25 ve 50 uM) azalttig1 goriilmiistiir (Chang
ve ark., 2012). Bu c¢alismada N-kaderin i¢cin H-SKOR sonuglarina gore, kersetin
uygulanan hem CD133+ hem de CD133- PANC-1 hiicrelerinde N-kaderin
immiinoreaktivitesinde anlamli bir azalma oldugu bulunmustur. Ayrica, resveratrol
uygulanan CD133+ hiicrelerine gore kontrol grubunda N-kaderin immiinoboyama
yogunlugu anlamli olarak daha fazlaydi. Kontrol grubuna gore resveratrol uygulanan
CD133- hiicrelerde N-kaderin i¢in H-SKOR daha fazlaydi, fakat anlamli degildi. Bu
nedenle, kersetin ve resveratroliin N-kaderin ekspresyonunu azaltarak pankreas
kanseri  kok  hiicrelerinin  mezenkimal  Ozelliklerini  inhibe  edebilecegi

distiniilmektedir.

Glioblastoma, yetiskinlerde en sik goriilen ve malign olan intrakraniyal tiimordiir.
Glioblastomanin invaziv fenotipi, kotii prognozun esas nedenidir. Resveratrol (40 pM,
48 saat), LN18 ve U87 glioblastoma hiicrelerinde Smad-bagimli sinyal yolagini
diizenleyerek, EMT yi1 inhibe edici 6zellik gostermektedir. EMT belirteclerinden N-
kaderin ve vimentin proteinlerinin ekspresyonunda azalma oldugu saptanmustir.
Bunlara ek olarak, glioblastoma hiicrelerinde EMT ile uyarilan kendini yenileme
yeteneginde azalma oldugu da tespit edilmistir (Song ve ark., 2019). Kersetinin kolon
kanseri hiicrelerinde akciger metastazini, apoptozu uyararak (p38 mitojen ile aktive
edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi ile) ve metastatik 6zellikleri baskilayarak
inhibe ettigi deneysel in vivo metastaz modelinde gosterilmistir. Kersetinin toksik
olmayan konsantrasyonlar1 (10, 50 ve 100 puM) uygulandiginda, N-kaderin
ekspresyonunda azalma oldugu bulunmustur. Fare modelinde kersetinin kolorektal

akciger metastazinda etkili terapotik ajan olabilecegi diistiniilmektedir (Kee ve ark.,
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2016). in vitro ortamda pankreas kanseri kok hiicrelerinde yapilan ve resveratrol ve
kersetinin anti-metastatik etkilerinin incelendigi bu ¢alisma in vivo ortamda yapilirsa,

hayvanlar tizerindeki anti-metastatik etkilerin arastirilmasina da katki saglayacaktir.

Tiimér nekrozis faktdr-alfa, sitokinlerden biridir. Inflamatuar siirecten hemen
sonra eksprese edilmekte ve hiicre dliimiine neden olabilmektedir. Ozellikle kanser
kok hiicrelerinde tiimoriin progresyonunda 6nemlidir. Ayrica, epitelyal-mezenkimal
transisyonu uyarabilir ve kok hiicre 6zelliklerini artirabilir (Zhang ve ark., 2018). TNF-
a ile benzer sekilde timor nekrozis faktor-beta (TNF-B); hiicre proliferasyonunu,
morfolojik degisiklikleri ve epitelyal-mezenkimal transisyonu anlamli olarak
uyarmaktadir. EMT parametrelerinin ekspresyonuna (vimentinde artma ve E-
kaderinde azalma) neden olarak migrasyona/invazyona ve kanser kok hiicrelerinin
olusumunun artmasina neden olabildigi kolorektal kanser hiicrelerinde bulunmustur.
Fakat, resveratrol uygulamasi sonrasinda bu etkilerde 6nemli 6l¢iide azalma oldugu
tespit edilmistir. Bdylece, mezenkimal-epitelyal transisyona dogru biyokimyasal
degisiklikler gozlenmis ve kanser kok hiicrelerinin olusumu baskilanmistir (Buhrmann
ve ark., 2019). inflamasyon, pankreas adenokarsinomunun (PA) énemli bir &zelligidir.
Farelerde karaciger metastazi iizerinde yapilan ¢alismada, TNF-a ve interferon-
gamanin (IFN-y) pankreas adenokarsinom hiicrelerinin invazyonunu uyarabilecegi
gosterilmistir. Boylece, pankreas adenokarsinom hiicrelerinin EMT yetenegine sahip
olabilecegi Ongorilmiistir (Zhou ve ark., 2016). Yapilan bu c¢aligmada, kontrol
grubuna gore kersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde TNF-a igin H-SKOR anlamli
olarak daha fazla bulunmustur. Fakat, resveratrol uygulanan CD133+ hiicreler ile
karsilastirildiginda CD133+ kontrol grubunda, TNF-a i¢in H-SKOR anlamli olarak
daha fazla saptanmistir. Bu nedenle, CD133+ PANC-1 hiicrelerinde resveratrolden
ziyade kersetin uygulamasi sonrasinda TNF-a ekspresyonu tetiklenebilir. Bunlara ek
olarak, kersetin ve resveratrol inkiibasyonu sonrasinda, TNF-a ekspresyonunun
resveratrol uygulanan CD133- PANC-1 hiicrelere gore resveratrol uygulanan CD133+
PANC-1 hiicrelerde daha az oldugu goriilmiistiir. Fakat, TNF-a ekspresyonu kersetin
uygulanan CD133+ PANC-1 hiicrelere gore CD133- PANC-1 hiicrelerde daha azdi.
Bu sonuglar, CD133+ PANC-1 hiicrelerde resveratroliin TNF-a ekspresyonunu inhibe
edebilecegini gdstermektedir. Insan renal karsinom ACHN ve 786-0 hiicreleri ile ilgili

yapilan ¢alismada, 14 giin boyunca 50 ng/ml TNF-a uygulamasi sonrasinda hiicrelerin
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epitelyal morfolojilerini kaybettigi goriilmiistiir. Western blot yontemi kullanilarak
vimentin ekspresyonunda artma ve E-kaderin ekspresyonunda azalma oldugu
belirlenmistir. TNF-a’ya maruz kalma sonucunda, hiicrelerde EMT uyarilmis ve

hiicreler mezenkimal profil kazanmistir (Zhang ve ark., 2014).

Interlokin-1 (IL-1), interlokin-1 alfa (IL-1a) ve IL-1p aktivator sitokinlerini ve IL-
1 reseptor antagonist inhibitor sitokinini igermektedir. IL-1a ve IL-1p, ayni reseptore
(tip 1 IL-1 reseptorii) baglanmaktadir (Baker ve ark., 2019). IL-1B, inflamatuar
sinyallerden uyarilmakta ve hem metastaz hem de tiimor biiylimesine neden
olabilmektedir (Bent ve ark., 2018). Nomura ve ark. (2018), pankreas kanseri
hiicrelerinde IL-1B’nin niikleer faktor-kappa B'yi (NF-«kB) aktive edebilecegini
gostermistir. IL-1PB, hiicrelerde anlamli olarak NF-kB aktivasyonunu artirarak ve
CD133’i asir1 miktarda eksprese ederek epitelyal-mezenkimal transisyona neden
olabilmektedir. Bu c¢aligmanin sonuglarina goére, Kersetin ve resveratrol uygulanan
hiicrelere  kiyasla, CD133+ ve CD133- kontrol gruplarinda IL-1B
immiinoreaktivitesinin daha fazla oldugu saptanmistir. Bu nedenle, pankreas kanseri
kok hiicrelerinde resveratrol ve kersetinin IL-1 ekspresyonunu azaltabilecegi ve NF-

kB yolagi araciligi ile inflamasyonu azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Kersetinin alveoler epitel hiicreli karsinom A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin
arastirildigr bir calismada, kersetinin IL-1PB araciligi ile hiicreler aras1 adezyon
molekiilii-1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) ekspresyonunu inhibe ettigi
saptanmistir. Doza bagimli olarak (0, 1 ve 10 uM) kersetinin IL-1p ile uyarilan ICAM-
1 mRNA ekspresyonunu azaltic1 potansiyel etkisi oldugu goriilmiistiir. Caligmada
kersetinin NF-«xB aktivitesini inhibe ettigi sonucuna varilmigtir (Ying ve ark., 2009).
Alzheimer Hastaligi, ilerleyici hafiza kaybi olan ve demansla sonuglanan
norodejeneratif bir bozukluktur. Amiloid-beta (AP) peptidlerinin bu hastaligin
patogenezinde 6nemli gorevi vardir ve inflamasyona ve oksidatif stresin gelismesine
neden oldugu diistiniilmektedir. Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
(AMPK), inflamasyon ve oksidatif strese yanit olarak hiicresel enerji homeostazi ve
hiicre sagkaliminda esas diizenleyicidir. Resveratrol, AMPK’nin gii¢lii aktivatoriidiir
ve resveratroliin Alzheimer Hastaligi’na kars1 terapdtik potansiyeli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Insan noral kok hiicrelerinde Ap-aracili néronal bozukluk

olabilmektedir. AP birikimi sonucunda noral kok hiicrelerinde, hiicre canliliginda
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anlaml1 olarak azalma oldugu saptanmistir. Bu durum, TNF-o ve IL-1f inflamatuar
sitokinlerinin ekspresyonlarinda artis ile iliskilendirilmistir. Resveratrol uygulamast
sonrasinda Af-aracili etkilerin (TNF-a ve IL-1p ekspresyonlarinda artma) anlamli
olarak ortadan kalktig1 gozlenmistir. Boylece, resveratroliin néroprotektif etkilerini
AMPK-bagimli yolakla gerceklestirebildigi ortaya konulmustur (Chiang ve ark.,
2018).

En sik kullanilan kanserle-iligkili fibroblastlardan (cancer-associated fibroblasts,
CAFs) biri ACTA-2dir (Shiga ve ark., 2015). MG-63 ve U20S insan osteosarkoma
hiicre hatlarinda ACTA-2 ekspresyonu oldugu anlamli olarak bulunmustur (Wang ve
ark., 2017). Yapilan bu calismada, CD133- hiicrelere gore CD133+ PANC-1
hiicrelerde Kersetin ve resveratrol uygulamasi sonrasinda ACTA-2 ekspresyonunda
anlamli olarak azalma oldugu gosterilmistir. Bdylece, resveratrol ve kersetinin
pankreas kanseri kok hiicrelerinde mezenkimal transisyonu inhibe ederek metastazi

Onleyebilecegi disliniilmektedir.

Huang ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada; kersetinin etkili bir sekilde
TGF-B1 ile uyarilan pulmoner arter endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve diiz kas
benzeri hiicrelere farklilagmasini inhibe edici 6zellik gosterdigi bulunmustur. Ayrica,
alfa-diiz kas aktin (alpha-smooth muscle actin, a-SMA) yani ACTA-2 proteininin
ekspresyonunda azalma oldugu da tespit edilmistir. Pankreatik stellat (yildiz)
hiicrelerinin aktive olmasi, kronik pankreatitte pankreatik fibrozisin baslamasina ve
pankreas kanseri hiicrelerinde malignitenin ger¢eklesmesine neden olabilmektedir. 50
UM resveratrol uygulamasi sonrasinda, hidrojen peroksit ile uyarilan pankreatik stellat
hiicrelerinin aktivasyonunda, invazyonunda ve migrasyonunda azalma oldugu
goriilmiistiir. Bunlara ek olarak, hidrojen peroksit inkiibasyonu sonrasinda a-SMA
veya ACTA-2 ekspresyonunda artis olurken, resveratrol uygulamasi sonrasinda bu
etkinin tam tersine a-SMA veya ACTA-2 proteininin ekspresyonunda azalma oldugu

bulunmustur (Yan ve ark., 2018).

Kanser hiicrelerinin yayilmasi, hiicrelerin vimentin gibi mezenkimal belirtecleri
kazanarak metastaz potansiyelinin artmasi ile iligkili olmasiyla aciklanmaktadir
(Beuran ve ark., 2015). Wang ve ark. (2016), resveratroliin PC-3 prostat kanseri hiicre

biiyiimesini inhibe edebilecegini ve EMT ile iligkili belirtecleri etkileyebilecegini
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(azalmis vimentin ve artmig E-kaderin seviyeleri) gostermistir. Yapilan bu ¢alismada,
sirastyla CD133+ kontrol grubu ve Kersetin uygulanan CD133- hiicreler ile
karsilastirildiginda, Kkersetin uygulanan CD133+ hiicrelerde ve CD133- kontrol
grubunda vimentin H-SKOR’unun anlamli olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bunlara ek olarak, CD133+ kontrol grubu (resveratrol igin) ve resveratrol uygulanan
CD133- hiicrelerde vimentin H-SKOR’u da daha fazla bulunmustur. Kersetine kiyasla
resveratroliin  vimentin ekspresyonunda daha fazla etkiye sahip oldugu
distiniilmektedir. IL-6, EMT’yi uyararak kanser hiicrelerinde invazyonu
destekleyebilir. PATU-8988 pankreas kanseri hiicrelerinde kersetinin (80 pM, 24 saat)
IL-6 ile uyarilan EMT’yi ve MMP sekresyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica,
kersetin uygulamasi sonrasinda E-kaderinde artma, N-kaderin ve vimentinde azalma
oldugu goriilmiistiir. BoOylece, kersetinin invazyon ve metastaz siirecini tersine

¢evirdigi sonucuna vartlmistir (Yu ve ark., 2017).

Lipopolisakkaritin (LPS) prostat kanser PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde EMT’ye
neden olmak i¢in kullanildig1 bir ¢alismada, resveratrol uygulamasi sonrasinda anti-
metastatik etkiler arastirilmistir. LPS, morfolojik degisikliklerle EMT 6zelliklerinin
kazanilmasina ve hiicre motilitesinde artisa neden olabilmektedir. Mezenkimal
belirteglerden vimentin ekspresyonunda artis olurken, epitelyal belirtegclerden E-
kaderin ekspresyonunda azalma olmustur. Resveratrol uygulamasi sonrasinda hiicre
motilitesinde, invazyonda ve EMT belirteclerinin ekspresyonunda azalma oldugu
saptanmigtir (Li ve ark., 2014). Sun ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismaya gore;
insan meme kanseri MDA231 hiicrelerinde 50 uM resveratrol uygulamasi sonrasinda,
TGF-B1 ile uyarilan EMT belirteclerinde degisiklik (vimentinde azalma ve E-
kaderinde artma) oldugu sonucuna varilmistir. CD44+ ve CD133+ popiilasyonlarini
iceren insan prostat kanseri hiicre hattinda, epigallokatesin gallat (epigallocatechin
gallate, EGCG) uygulamasi sonrasinda kanser kok hiicrelerinin kendini yenileme
kapasitesi inhibe edilmistir. EGCG’nin vimentin ekspresyonunu inhibe ederek
epitelyal-mezenkimal transisyonu 6nledigi bulunmustur. Ayn1 zamanda, kanser kok
hiicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu geciktirerek, erken metastazdaki sinyal
yolaklarim bloke ettigi diisiiniilmiistiir. ilging bir sekilde EGCG, kersetin ile birlikte
kullanildiginda sinerjik etki gostererek, prostat kanseri kok hiicrelerinin kendini

yenileme Ozelliklerini inhibe ettikleri, apoptozu uyardiklari, migrasyon ve invazyonu
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onledikleri de tespit edilmistir (Tang ve ark., 2010). Yapilan bu ¢alismada E-kaderin
gibi epitelyal belirteclerin kullanilmasi ve fenolik besin bilesenleri olan kersetin ve
resveratroliin epitelyal belirteg¢lerin ekspresyonunu artirdigini  gosterilmesi, anti-

metastatik etkilerin agiklanmasina katkida bulunabilir.

Resveratroliin, reaktif oksijen tiirlerini (ROT) temizleme ve bazi antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirma gibi kemoprotektif etkileri bulunmaktadir.
Resveratroliin, proinflamatuvar sitokinleri (IL-18, TNF-a gibi) inhibe edici ve matriks
metalloproteinazlarin (MMP) ekspresyonunu azaltici potansiyel etkileri de vardir
(Xiao ve ark., 2019). Matriks metalloproteinazlarin tiimdr progresyonu siiresince
invazyona neden olduklar1 bilinmektedir. Matriks metalloproteinazlarin invazyondaki
mekanizmasi, genellikle hiicre dis1 matriksi ve bazal membran bilesenlerini proteolitik
olarak pargalayarak hiicrsel migrasyona neden olmasiyla agiklanmaktadir. Ozellikle
MMP-14, tiimdr hiicrelerini hiicre dis1 matriks araciligi ile kontrol etmede gorevli olan
matriks metalloproteinazlardan biridir ve tlimor hiicresinde migrasyona ve invazyona
neden olabilmektedir (Kessenbrock ve ark., 2015). Insan hepatokarsinoma HCCLM3
hiicreleri ile yapilan ¢aligmada, kontrol grubuna goére (0 pumol) 36 saatlik 40 pmol
kersetin uygulanan hiicrelerde, MMP-2 ve MMP-9 proteinlerinin ekspresyonunda
azalma saptanmistir. Bunun sonucunda, kersetin uygulanan HCCLM3 hiicrelerinin
migrasyon ve invazyon yeteneginin inhibe oldugu bulunmustur (Lu ve ark., 2018).
Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) A549 hiicrelerinde 24 saatlik 50 uM
kersetin uygulamasi sonrasinda, A549 hiicrelerinde invazyonun inhibe edildigi tespit
edilmistir. Akciger kanserinde, uzak metastazda Onemli roli olan MMP-9
ekspresyonunda azalma oldugu da bulunmustur. Ayrica, Snail-aracili EMT’nin

baskilandig1 sonucuna varilmistir (Chang ve ark., 2017).

Ozellikle tip 3 EMT, kanser hiicrelerinde goriiliir ve tiimdr metastazi sirasinda
diseminasyon, invazyon gibi birka¢ farkli asgamada onemli yere sahiptir. Metastatik
tiimor hiicreleri, kan dolagimi araciligi ile migrasyon yapabilme potansiyeline sahiptir
ve bazi durumlarda mezenkimal-epitelyal transisyon yoluyla diger bdlgelerde
sekonder tiimorler olusturabilir. Tip 3 EMT sirasinda; bazi hiicreler mezenkimal
ozellikler kazanirken, bazilari epitel 6zelliklerini koruyabilmektedir. Bazi hiicreler ise,

tamamen mezenkimal olabilmektedir (Polireddy ve Chen, 2016).

52



Kanser hiicreleri, ¢coklu hayatta kalma sinyal yolaklarin1 kullanarak EMT ve
metastaz yapma yeteneginden dolay1 normal hiicrelere karsi {istiinliik saglamaktadir.
Polifenollerden olan resveratrol, bu sinyal yolaklarini baskilayarak kanserin 6nlenmesi
ve tedavisinde etkili olabilmektedir. EMT slirecinde mezenkimal hiicre morfolojisi
olusarak, hiicreler migrasyon 6zelligi kazanmaktadir. Resveratroliin TGF-f, NF-kB ve
Hedgehog sinyal yolaklari ile uyarilan EMT-iligkili morfolojik degisiklikleri geriye
dondiirdiigli gosterilmistir. Ayrica resveratrol, migrasyon ve invazyonla iligkili olan
molekiillerden MMP ekspresyonunu inhibe edici potansiyel etkiye de sahiptir (Kim ve
ark., 2016). Li ve ark. (2013) pankreas kanseri hiicreleri (BXPC-3 ve Panc-1 hiicreleri)
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada; resveratroliin doza baglh bir sekilde hem Akt hem de
NF-kB fosforilasyonunu gii¢lii bir sekilde azalttigin1 saptamistir. Prostat kanseri
hiicreleri {izerinde yapilan ¢alismada, 24 saat boyunca 20 uM konsantrasyonunda
uygulanan kersetinin, MMP-9 sekresyonunu ve kanser kok hiicresi belirtecinin
(CD44) ekspresyonunu inhibe edebilecegi bulunmugtur. Bunun sonucunda
migrasyonda ve invazyonda anlamli bir gecikme oldugu belirlenmistir (Tsai ve ark.,
2016).

Resveratrol, tiimor proteini 53 (p53)-bagimli ve p53-bagimsiz apoptozu uyarici
etki gostermektedir. p53, onkogen baskilayict bir proteindir ve normal hiicrelerde
diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Degisik stres durumlarinda (Deoksiriboniikleik Asit
(DNA) hasar1 gibi) hiicresel p53 aktivitesinde artis olmaktadir. p53’iin hiicre dongiisii
duraksamasi, apoptoz, genom biitiinliigi ve DNA onarimi iizerinde cesitli etkileri
vardir. Amino (N)-terminal ucunda p53 proteini fosforilasyonu (serin) ve karboksi
(C)-terminal ucunda p53 proteini asetilasyonu (lizin) arasinda bir baglanti vardir.
Resveratrol, kanser hiicrelerinde bu fosforilasyon ve asetilasyon reaksiyonlarini
uyarici etki gostererek apoptoza neden olabilmektedir (Lin ve ark., 2011b). Kersetin,
biyolojik c¢evrede redoks durumuna bagli olarak hem pro-oksidatif hem de anti-
oksidatif ozellik gostermektedir. Kanser hiicrelerinde kersetin ile uyarilan reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunun artmasiyla birlikte pro-apoptotik etki goriilerek apoptoz
meydana gelebilmektedir (Jeong ve Joo, 2016). Shang ve ark. (2018) tarafindan
yapilan ¢caligmada; 160 uM kersetin uygulanan insan gastrik kanser AGS hiicrelerinde
kersetinin reaktif oksijen tiirleri olusturarak, kalsiyum (Ca*?) iiretimini artirarak ve

mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak, apoptotik hiicre 6liimiinti uyardigi
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bulunmustur. Yapilan bu tez calismasinda kullanilan resveratrol ve kersetinin pankreas
kanseri hiicrelerinde toksik etkilerinin olduguna bagli kalarak, bu fenolik besin
belisenlerinin apoptozda gorev alan proteinlerin ekspresyonlarinda etkileri oldugu

distiniilmektedir.

Farkli dozlarda (10, 20, 40, 80 ve 120 uM) kullanilan kersetinin 9 kanser hiicresi
hattinda (kolon kanseri CT-26 hiicreleri, prostat adenokarsinomu LNCaP hiicreleri,
insan prostat PC3 hiicreleri, feokromositoma PC12 hiicreleri, dstrojen reseptor-pozitif
meme kanseri MCF-7 hiicreleri, akut lenfoblastik 10semi MOLT-4 T-hiicreleri, insan
miyelom U266B1 hiicreleri, insan lenfoid Raji hiicreleri ve over kanseri CHO
hiicreleri) ¢esitli ICso degerleri ile birlikte hiicre biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur.
CT-26, LNCaP, MOLT-4 ve Raji hiicre hatlarinda kersetin uygulamasi sonrasi
apoptozun anlamli bir sekilde uyarildigi tespit edilmistir. Hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu, apoptozun uyarilmasi ile agiklanmistir. Bunun sonucunda, kersetinin

neoplazide terapotik uygulama igin kullanilabilecegi 6nerilmistir (Hashemzaei ve ark.,
2017).

Kersetinin insan servikal kanser HeLa hiicrelerindeki canliliga etkisinin
incelendigi bir calismada, farkli kersetin konsantrasyonlar1 (1, 5, 10, 15, 25, 35, 50,
60, 75, 100, 125 ve 150 uM) uygulanan HeLa hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik siirelerde
hiicre biiylimesinde anlamli derecede azalma oldugu doza ve zamana bagli olarak
goriilmistiir. Hiicre canliliginin %350 oraninda inhibe edildigi konsantrasyon, 100 uM
(24 saatlik inkiibasyon periyodu) olarak belirlenmistir. Ayrica, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 25 uM kersetin uygulamasi sonrasinda HeLa hiicrelerinde, hiicre
canliligt 24 saatte %13 ve 48 saatte %20 oranlarinda anlamli olarak azalmistir
(Sundaram ve ark., 2019). Farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 uM)
resveratrol ve kersetin uygulanan CD133+ ve CD133- PANC-1 hiicrelerinde, hiicre
canliligin. MTT testi ile degerlendirilmistir. Resveratrol ve kersetinin tiim
konsantrasyonlarin doza ve zamana bagimli olarak PANC-1 hiicre proliferasyonunu
azalttigt ve toksik etkinin oldugu gorilmiistiir. Ayrica, 24 saatlik inkiibasyon
periyodundaki 5 pM resveratrol ve 48 saatlik inkiibasyon periyodundaki 10 uM
kersetin konsantrasyonlari, diger konsantrasyon dozlarina ve zamana gore CD133+ ve
CD133- hiicre biiyiimesini inhibe etmede daha etkili olmustur. Kersetin, malign

hiicrelerde canlilig1 secici olarak azaltabilmektedir. Malign olmayan primer insan
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pankreas hiicrelerinde (CRL-4023) ve malign pankreas hiicrelerinde (BxPC-3)
kersetinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, kersetinin farkli konsantrasyonlari (10,
20, 30, 50 ve 100 uM) kullanilmis ve MTT testi ile hiicre canlilig1 analiz edilmistir. 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda, kersetin dozuna bagli olarak malign BxPC-3
hiicrelerinin sayisinda ve canliliginda 6nemli derecede azalma oldugu tespit edilmistir.
Bunun aksine, kersetin uygulanan malign olmayan primer insan pankreas hiicrelerinin
(CRL-4023) canliliginda herhangi bir azalma olmadig1 goériilmiistiir (Fan ve ark.,
2016). Yapilan bagka bir ¢alismaya gore; 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerindeki
farkli resveratrol konsantrasyonlar1 (12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM) uygulanan BxPC-3
ve Panc-1 pankreas kanseri hiicrelerinin proliferatif yeteneklerinde doza ve zamana
bagli olarak azalma oldugu bulunmustur. Hem BxPC-3 hem de Panc-1 hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gdstermeyen %50 inhibe edici konsantrasyon, yaklasik 50 pM
idi (Li ve ark., 2013).

Mikro-Riboniikleik ~ Asitlerin  (miRNA) embriyonik gelisme ve kanser
progresyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Epitelyal tiimor hiicrelerinde EMT
fenotipi kazanilmasi ile iligkili oldugu da bulunmustur. miRNA’lar, kiiciik (19-24
niikleotitten olusan) ve gen ekspresyonunu inhibe eden, kodlanmayan Riboniikleik
Asit (RNA) molekiilleridir. Bunun sonucunda, mRNA’larda hem translasyonel

represyon hem de degradasyon meydana gelebilmektedir (Kong ve ark., 2011).

Fu ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada; resveratrol tiirevi olan triasetil
resveratroliin, pankreas kanseri hiicrelerinde anti-kanser aktiviteleri miRNA
diizeyinde incelenerek anti-metastatik 6zellikler belirtilmistir. Triasetil resveratroliin
mMiRNA-200 ekspresyonunu uyararak ve sonic hedgehog (Shh) yolagini baskilayarak
anti-metastatik ozellik gosterdigi saptanmistir. Ayrica triasetil resveratroliin, insan
pankreatik kanser AsPC-1 ve PANC-1 hiicrelerinde koloni olusumunu inhibe ettigi ve
kaspaz-3 aktivasyonu araciligiyla apoptozu uyardigi bulunmustur. Fakat, insan
pankreas normal duktal epitel HPNE hiicrelerinde higbir etki tespit edilmemistir.
Bunlara ek olarak, triasetil resveratroliin E-kaderin ekspresyonunu uyararak ve
N-kaderin ekspresyonunu baskilayarak EMT’yi inhibe ettigi gosterilmistir.
Resveratroliin, p53 yolag araciligiyla tiimor-baskilayict miRNA’lar1 (miR-34a, miR-

424 ve miR-503) uyararak meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
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gosterilmigtir. miR-34a, p53°iin direkt hedefidir ve hiicre dongiisiiniin gecis faz1 1’de

(G1 fazinda) duraksamasi sonucunda apoptoz uyarilmaktadir (Otsuka ve ark., 2018).

Mikro-RNA-let-7, ilk tanimlanan miRNA ’lardan biridir ve insan kanser tiirlerinde
let-7 ekspresyon seviyeleri anlamli olarak diisiik miktardadir. Let-7’nin major
fonksiyonu, genleri hedef alarak gelisme asamasinda terminal farklilagsmay1 saglamak
ve onkogenleri (Myc ve Ras) hedef alarak tiimdr bliyimesini baskilamaktir. Ayrica
let-7°nin, Notch sinyal yolagini diizenleyerek bircok hiicresel siiregte (hiicre
proliferasyonu, apoptoz, migrasyon, invazyon, anjiyogenez ve normal gelisim) gorev
aldig1 bilinmektedir. 50 uM kersetinin uygulandigi pankreas kanseri kok hiicrelerinde
kersetin ile uyarilan let-7c¢’nin, Notch yolagini indirekt olarak inhibe ederek tiimor
biliylimesini azalttigr ve apoptozu artirdigi bulunmustur (Nwaeburu ve ark., 2016).
Kersetinin hepatoselliiler kanser HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde anti-tiimor etkilerinin
arastirildig calismada, miR-34a’nin 6nemli gérevi oldugu tespit edilmistir. miR-34a,
pS3 ve sirtuin 1 (SIRT1) arasinda baglanttyr saglayan molekiil olarak
disiiniilmektedir. Boylece, p53/miR-34a/SIRT1 sinyal geribildirim dongiisii
araciligiyla karaciger kanseri hiicrelerinde p53 ile iligkili apoptoz sinyallerinde artis
olabilmekte ve apoptoz gerceklesebilmektedir (Lou ve ark., 2015). Yapilan bu tez
calismasinin kapsaminda olmamasina ragmen, mikro RNA’larin kullanilmasi veya
belirli sinyal yolaklarinin tanimlanmasi, molekiiler mekanizmalarin daha net bir

sekilde gosterilmesine 6nemli derecede katki saglayabilir.

Lu ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismaya gore; miR-200a transfeksiyonu
sonucunda EMT fenotipinden MET fenotipine ge¢in saglanmasiyla, pankreas kanseri
kok hiicrelerinde selektif eliminasyon gerceklesmistir. miR-200a’nin asir1 miktarda
ekspresyonu, N-kaderin ve vimentinin azalmasina ve E-kaderinin artirmasina neden
olmustur. Bunun sonucunda, kanser kok hiicrelerinde migrasyon ve invazyon inhibe
edilmistir. Ayrica, invazyonda 0.33 kat azalma ve migrasyonda 0.22 kat azalma oldugu

gorilmiistiir.

Kanser kok hiicrelerinde ¢oklu sinyal yolaklar1 (TGF-B sinyal yolagi, Wnt/B-
katenin, Hedgehog ve Notch sinyal yolaklari, NF-kB sinyal yolagi, PI3K/Akt sinyal
yolagi vb.) bulunmaktadir. Bu sinyal yolaklarinda; kanser kok hiicre 6zelliginin

desteklenmesi, kanser kok hiicre sessizliginin uyarilmasi, farklilasmamanin
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uyarilmasi, immiin sistemin baskilanmasi, metastazin uyarilmasi, kanser kok hiicre-
timor mikro ortam etkilesimlerinin artmasi, kanser kok hiicre sagkaliminin
desteklenmesi ve oksidatif modiilator gibi olaylar ger¢eklesmektedir (Najafi ve ark.,
2019). Bu nedenle kanser kok hiicrelerindeki sinyal yolaklarimin tanimlanmasi, hangi
molekiiler mekanizmalarin gergeklestigi hakkinda daha detayli bilgi elde edilmesine

katk1 saglayacaktir.

Her iki maddenin (resveratrol ve kersetin) farkli hiicrelerde farkli etkileri olabilir
(normal, patolojik, kanser, kanser kok hiicresi vb.). Ozellikle bu maddeler, hiicre
canlilig1 ve dolayisiyla hiicre morfolojisinde degisikliklere neden olabilir. Bu iki
maddenin hiicrelerde EMT iizerindeki rolleri heniiz bilinmemektedir. Morfolojik
degisiklikler ve EMT (epitelyal veya mezenkimal 6zellikler gibi) arasinda da bir iliski
vardir. Kersetin hiicre morfolojisi lizerinde daha fazla etkiye sahiptir ve bundan dolay1

hiicrelerin epitelyal ve mezenkimal 6zelliklerini etkileyebilir.

Pankreas kanseri, diger kanser tiirlerine gére minimum sagkalimi olan ve
mortalitesi yliksek olan bir kanser tiiriidiir. Pankreas kanseri, hiyerarsik olarak kanser
hiicrelerinden olusan heterojen bir popiilasyona sahiptir. Bu popiilasyonda 6zellikle
kanser kok hiicreleri bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalar
dogrultusunda, bir¢cok fitokimyasalin kanser kok hiicresi aktivitesini baskilayarak
koruyucu etki (anti-kanser aktivite) gosterdigi ileri siirilmiistiir. Resveratrol ve
kersetin gibi fitokimyasallarin, pankreas kanserinde kok hiicre aktivitesini inhibe
ederek anti-metastatik etkiler gosterecegi ongoriilmiistiir. Yapilan bu tez ¢alismasinda,
pankreas kanseri kok hiicrelerinde resveratrol ve kersetinin anti-kanser ve anti-
metastatik aktivitelerini belirlemek i¢in MTT testi ve immiinohistokimya boyamasi
kullanilmistir. Sonug olarak, hem CD133+ hem de CD133- PANC-1 pankreas kanseri
hiicrelerinde resveratrol ve kersetinin ¢esitli konsantrasyonlart kullanilarak sitotoksik
ve anti-kanser etkileri c¢alisilmistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde resveratrol ve
kersetinin metastaz ile iligkili olan IL-1B, TNF-a, vimentin, N-kaderin ve ACTA-2
ekspresyonlarini etkiledigi gOrilmiistir. N-kaderin ve ACTA-2
immiinoreaktivitelerindeki azalma, vimentin immiinoreaktivitesindeki artmadan daha
fazla oldugundan dolayi, kersetinin pankreas kanseri kok hiicrelerinde epitelyal-
mezenkimal transisyonu resveratrolden daha fazla onleyebilecegi ongoriilmektedir.

Bu calisma, pankreas kanseri kok hiicrelerinde, resveratrol ve kersetin ile epitelyal-

57



mezenkimal transisyon arasindaki iliski ile ilgili 6zgiin bir calisma olarak literatiire
katk1 saglayacaktir. In vitro ortamda yapilan bu tez calismasi, in vivo ortamdaki
calismalar ve klinik ¢alismalar igin Onciil olacaktir. Resveratrol ve kersetinin pankreas
kanseri kok hiicreleri iizerindeki belirli etkilerini anlamak ig¢in gerekli sinyal yolaklar1
tanimlanmalidir. Ayrica, bu etkilerin daha iyi belirlenebilmesi i¢in resveratrol ve
kersetin ile ilgili hayvan ve insan ¢alismalar1 olarak daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir.

Yapilan tez calismasinin sonuglar1 dogrultusunda belirlenen Oneriler asagida
verilmistir:
-Resveratrol ve kersetinin pankreas kanseri kok hiicrelerindeki etkilerini in vivo
ortamda arastirmak
-Resveratrol ve kersetinin pankreas kanseri kok hiicrelerindeki etkilerini Kklinik
uygulamalar kapsaminda arastirmak
-Resveratrol ve kersetinin etkilerini farkli kanser kok hiicre hatlari {izerinde incelemek
-MTT ve immiinositokimya testleri i¢in resveratrol ve kersetini farkli inkiibasyon
stirelerinde uygulamak
-Epitelyal-mezenkimal transisyonda etkili olan sinyal yolaklarini belirlemek
-Apoptozla ilgili olan proteinlerin ekspresyonlarmi incelemek ve bulgularla
karsilastirmak
-Resveratrol ve kersetin ile ilgili tibbi beslenme tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi
icin daha fazla sayida epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar yapmak
-Epitelyal-mezenkimal transisyon igin bakilan mezenkimal belirteglere ek olarak,

epitelyal belirteglere bakilarak anti-metastatik verileri dogrulamak
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ABSTRACT

Objective: Resveratrol and quercetin are phytochemicals that are found in a variety of
plants. The aim of this study was to investigate the effect of resveratrol and quercetin
on epithelial-mesenchymal transition of CD133+ and CD133- pancreatic cancer cells.
Materials and Methods: Cancer stem cells (CD133+ cells) were obtained from the
PANC-1 cells by the MiniMACS system. CD133+ and CD133- PANC-1 cells were
treated with different concentrations (5, 10, 25, 50 and 100 uM) of resveratrol and
quercetin. Cell growth and cytotoxicity were evaluated by MTT assay. Anti-cancer
and anti-metastatic properties of resveratrol and quercetin were determined by
immunocytochemistry using antibodies (ACTA-2, IL-1B, N-cadherin, TNF-o and

vimentin).
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Results: The immunostaining intensity of CD133+ cells was stronger than CD133-
cells. ACTA-2, IL-1B and N-cadherin immunoreactivities were significantly
decreased, whereas TNF-a and vimentin immunoreactivities significantly increased in
quercetin-treated CD133+ cells. Moreover, N-cadherin and TNF-a immunoreactivities
significantly decreased in resveratrol-treated CD133+ cells.

Conclusion: The reduction in N-cadherin and ACTA-2 immunoreactivities was higher
than the increase in vimentin immunoreactivity, quercetin could prevent epithelial-
mesenchymal transition to a greater extent than resveratrol in pancreatic cancer stem
cells because of the reduced expression of N-cadherin. Quercetin could be more

effective in inhibiting metastasis compared to resveratrol.

Keywords: Pancreatic cancer, stem cell, resveratrol, quercetin, EMT
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Introduction

Pancreatic cancer is a fatal disease which is associated with the lowest rate of
survival in comparison to any other cancer types (1). It is the seventh leading cause of
cancer deaths in both females and males due to delayed diagnosis (2). 432,242 new
deaths (estimates of GLOBOCAN 2018) occurred in 2018 caused by pancreatic
cancer. In 2018, 458,918 new cases of pancreatic cancer have been declared and
estimated 355,317 new cases can occur up to 2040 in worldwide (3). Symptoms of
pancreatic cancer are often vague and do not appear until the later stages. Advanced
stage of the disease may involve symptoms of weight loss, nausea, severe abdominal
pain and vomiting. Considering all stages of pancreatic cancer combined, 5-year
survival rate is approximately 8% (4). Major risk factors of pancreatic cancer include
increased prevalence of diabetes and metabolic syndrome (5). Pancreatic cancer
consists of a heterogeneous population of hierarchically organized cancer cells and
specifically, cancer stem cells (6).

Several phytochemicals were shown to have a protective effect against
development of cancer (anti-cancer activity) by suppressing cancer stem cell activity.
Phytochemicals such as resveratrol and quercetin can inhibit stem cell activity in
pancreatic cancer (7). Resveratrol is a polyphenolic compound found in many plant
species such as grapes, peanuts and berries (7, 8). Quercetin is another polyphenolic
compound found mostly in apples, onions, blueberries and cranberries (7). Resveratrol
and quercetin have potential inhibitory effects on cell signaling pathways (Wnt/B-
catenin, Hedgehog, Notch), anti-apoptotic genes/proteins (Bcl-2) and EMT-related
factors (B-catenin, vimentin). They also have potential stimulatory effects on pro-
apoptotic genes/proteins (Bax, caspase 3, FOXO1), tumor suppressor genes/proteins
(PTEN, E-cadherin), differentiation and cell cycle arrest (9).

Cancer stem cells (CSCs) have the capacity for self-renewal which enables them
to differentiate into other types of malignant cells (10). The metastatic behavior of
CSCs is responsible for the progression of the disease. Therefore, targeting cancer stem
cells is important for developing more effective treatment strategies (5). It is

considered that inhibition of cancer stem cell activity might be a good approach in the
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treatment of cancer (7). A study conducted by Lee et al. (11) showed that CD133+
cells had higher tumorigenic and metastatic potential than CD44+ and CD24+ cells,
suggesting that CD133 may be significant cell surface marker of pancreatic cancer
stem cells. Cao et al. (12) demonstrated that quercetin can reduce the expression of
CD133 in pancreatic cancer stem cells. Furthermore, resveratrol has potential
inhibitory effects on migration, invasion and epithelial-mesenchymal transition of both
pancreatic cancer stem cells and pancreatic cancer cells (13, 14). Previous studies have
demonstrated that quercetin can decrease migration ability of different cancer cell lines
including oral cancer cells, breast cancer stem cells and prostate cancer cells (15-17).
On the other hand, many studies have shown that resveratrol can inhibit EMT ability
of various cancer cell lines such as oral squamous cell carcinoma cells and prostate

cancer cells (18, 19).

The transition of epithelial cells to mesenchymal characteristic, induced by the
loss of cell—cell interaction or polarity of cell. Consequently, the epithelial structure is
disrupted and cells acquired the mesenchymal characteristic with invasive and
migratory properties. Thus, loss of the epithelial markers (such as E-cadherin) and
acquire of the mesenchymal markers (such as N-cadherin, vimentin and ACTA-2
commonly referred to as alpha-smooth muscle actin or a-SMA), cells acquired the new

phenotype (20).

In this study, MTT assay and immunohistochemistry staining were used to
establish anti-cancer activity of resveratrol and quercetin in pancreatic cancer stem
cells. To our best knowledge, no study is available in literature which focused on the
relation of between resveratrol and quercetin and epithelial-mesenchymal transition in
pancreatic cancer stem cells. Thus, the aim of this study was to determine the effect of
resveratrol and quercetin on cell viability and epithelial-mesenchymal transition of

pancreatic cancer stem cells.
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Materials and Methods

Reagents and Cell Treatments

Resveratrol ((E)-5-(2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl)-1,3-Benzenediol; >99% pure)
(Sigma, R5010) was dissolved in Dimethyl Sulfoxide (DMSQ) (PanReac AppliChem).
Separately, quercetin (2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-
4-one, 3,3',4'5,6-Pentahydroxyflavone; >95% pure) (Sigma, Q4951) was also
dissolved in DMSO. At the time of analysis, both resveratrol and quercetin were
diluted with Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Capricorn Scientific,
DMEM-LPA). Cells were exposed to different concentrations of resveratrol and
quercetin (5, 10, 25, 50 and 100 uM) to determine their effective doses.

Cell Line and Cell Culture

For the study, PANC-1 (ATCC: CRL-1469) was used as the human
pancreatic cancer cell line. PANC-1 was maintained in a medium containing DMEM,
10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-11B),
1% penicillin-streptomycin (Capricorn Scientific, PS-B) and 1% L-glutamine
(Capricorn Scientific, GLN-B). Cells were cultured in a humidified atmosphere at
37°C in 5% CO2. When the cultured cells reached confluency, they were sub-cultured
using a 0.25% trypsin-EDTA solution (Gibco, 1838995).

Cancer Stem Cell Isolation by MiniMACS System

Human pancreatic cancer stem cells were isolated by the MiniMACS system
(Miltenyi Biotec, Germany). First, PANC-1 cells were harvested by trypsinization.
Total number of cells to be passed through MiniMACS system was 2x108. After
centrifugation, the supernatant was discarded and cells were resuspended by adding
60 pl buffer (Miltenyi Biotec, Germany, 130-100-857). Then, 20 pl blocking reagent
(Miltenyi Biotec, Germany, 130-100-857) and 20 pl antibody-labeled CD133
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microbeads (Miltenyi Biotec, Germany, 130-100-857) were added and cells were
incubated for 15 minutes with stirring on ice. After incubation, 1 ml buffer was added
and centrifugation was carried out for 10 minutes. Following centrifugation, the
supernatant was removed and 500 ul buffer was added and the pellet was resuspended.
For magnetic separation, the column was placed in the magnetic field and the column
was washed with 500 pl buffer. Columns were specifically manufactured for the
positive selection the CD133+ cells. After labeling the cells with the CD133 antibody,
the cell suspension was passed through the column and CD133+ cells remained in the
column due to positive selection. Thus, CD133- cells accumulated at the bottom of the
tube. The column was separated from the magnetic field and washed quickly using its
own syringe with 1 ml buffer and CD133+ cells were collected in a separate tube.
Then, the column was washed again with 500 ul buffer at least twice more. After
centrifugation for 10 minutes, the buffer was removed and the cells were washed once
with medium and then transferred into the flask and cultured.

Cell Viability and Growth Assay

The cytotoxicity analysis was performed using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay (Glentham Life Sciences, GC4568).
Stock resveratrol (Sigma, R5010) and quercetin (Sigma, Q4951) solutions were
prepared in DMSO and diluted in culture medium at five different concentrations (5,
10, 25, 50 and 100 uM). PANC-1 cells were collected, suspended in the medium and
seeded in 96-well cell culture plates with a density of 5x10° cells in each well. Negative
control row contained neither any cells nor resveratrol or quercetin, but positive
control row only had seeded cells and all of them were incubated for 24 hour and 48
hour. After incubation, 10 pl MTT solution was added into the each well for 4 hour at
37°C in 5% CO2. 50 pl of DMSO was then added to dissolve the formazan crystals.
The absorbance was measured at 570 nm with a spectrophotometer (VersaMax,
Molecular Device, Sunnyvale, USA). All experiments were conducted in triplicate for

each reagent (resveratrol and quercetin).
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Immunocytochemistry

The cells were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, 158127-25G) in
Phosphate Buffered Saline (PBS) at 4°C for 30 minutes. After washing with PBS,
0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8532) was added on the cells for 15 minutes for
increased permeabilization. PANC-1 cells were washed with PBS and endogenous
peroxidase activity was quenched by incubation with 3% hydrogen peroxide (H202,
Riedel-de Haén, 70570) for 5 minutes at room temperature. After washing with PBS
three times for 5 minutes, the blocking solution was added and incubated for 1 hour at
room temperature. The solution was removed and washed with PBS again and cells
were incubated with primary antibodies against vimentin (10366-1-AP, Proteintech),
ACTA-2 (14395-1-AP, Proteintech), N-cadherin (13769-1-AP, Proteintech), TNF-a
(sc-52746, Santa Cruz Biotechnology) and IL-1B (sc-7884, Santa Cruz Biotechnology)
overnight at 4°C. They were washed again with PBS and incubated with biotinylated
secondary antibody (Protein Novex Life Technologies, 1666262A) for 30 minutes
followed by PBS wash (x3) for 5 minutes. Horseradish Peroxidase (HRP)-Streptavidin
complex (Protein Novex Life Technologies, 1666262A) was added to cultured cells
and incubated for 30 minutes at room temperature. Subsequently, cells were washed
with PBS and Diaminobenzidine (DAB, ScyTek Laboratories, 38611) was added and
incubated during 5 minutes for enhancement of immunolabeling. DAB was washed
with distilled water and cells were counterstained with Mayer’s hematoxylin solution
for 5 minutes and mounted with mounting medium (Merck Millipore, 1092490500,
Germany). All samples were examined under a light microscope (Olympus BX40,
Tokyo, Japan). Staining of vimentin, ACTA-2, N-cadherin, TNF-o and IL-1 was
graded semi-quantitatively using the H-SCORE. H-SCORE was calculated with the
following equation: X (i+1), where i is the intensity of staining with a value of 1, 2
or 3 (weak, moderate or strong, respectively) and 1 is the percentage of cells stained

with each intensity, varying between 0 and 100%.
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Statistical Analysis

Data were expressed as mean + Standard Deviation (SD). The results were
analyzed using Statistical Package for the Social Sciences 18.0 (SPSS 18.0). Mann-
Whitney U and Kruskal-Wallis tests (whichever appropriate) were used for differences

among groups. A p value less than 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Immunohistochemical Staining in CD133+ and CD133- PANC-1 Cells

Cancer stem cells (CD133+ cells) were obtained from the PANC-1 cells using the
CD133 antibody by the MiniMACS system and their immunohistochemical
characterization was performed. After labeling the cells with the CD133 antibody,
CD133+ cells remained in the column due to positive selection. After
immunohistochemical staining with the CD133 antibody, it was found that the staining
intensity of CD133+ cells (Figure 1 B) was stronger than CD133- cells (Figure 1 D).
Percentage of the CD133+ cells after immunostaining were calculated and estimated
85.8% cell were CD133+.
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Figure 1. PANC-1 CD133+ control (A), CD133+ cells (B), CD133- control (C) and
CD133- cells (D) obtained from PANC-1 cell line by MiniMACS. Scale bars= 20 um
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Cell Viability and Cytotoxicity

CD133+ and CD133- PANC-1 cells were treated with different concentrations (5,
10, 25, 50 and 100 uM) of resveratrol and quercetin for 24 and 48 hours. Viability of
the cells was assessed using the MTT assay. All tested concentrations of resveratrol
and quercetin showed reduced PANC-1 cell proliferation and a toxic effect in a dose-
and time-dependent manner (Figures 2 and 3). We found that, resveratrol at 5 uM
concentration was more effective in reducing both CD133+ and CD133- cell growth
when compared with other concentrations for 24 hour incubation period (Figure 2).
Additionally, quercetin at 10 uM concentration was more effective in reducing both
CD133+ and CD133- cell growth when compared with other concentrations for 48
hour incubation period (Figure 3). Therefore, concentrations of 5 uM (for resveratrol)
for 24 hour and 10 pM (for quercetin) for 48 hour were used to assess anti-cancer

activities.
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Figure 2. Dose-response columns and 1C50 values of resveratrol. Cell viability was
quantitated by the MTT assay. Both CD133+ and CD133- cells were exposed to
different concentrations of resveratrol (5, 10, 25, 50 and 100 uM) for 24 and 48 hours.
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MTT Assay
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Figure 3. Dose-response columns and IC50 values of quercetin. Cell viability was
quantitated by the MTT assay. Both CD133+ and CD133- cells were exposed to
different concentrations of quercetin (5-100 uM) for 24 and 48 hours.

Cell Morphology

PANC-1 CD133+ and CD133- cells have an epithelial morphology and also
cultured in a monolayer adhere properties. In addition, CD133+ and CD133- cells
morphology was similar (Figure 4 A, C). After treated with resveratrol (Figure 4 B, E)
or quercetin (Figure 4 C, F), the shapes of PANC-1 both CD133+ (Figure 4 B, C) and
CD133- (Figure 4 E, F) cells were still epithelioid. However, the size of them was

smaller and also floating cells were detected (Figure 4 B, C, E, F).
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Figure 4. PANC-1 CD133+ (A-C) and CD133- (D-F) cells imaged under the inverted
microscope after treated with resveratrol (B, E) and quercetin (C, F). Scale bars= 200
pm

Immunohistochemical Assessment

Immunostaining for ACTA-2 was weak to moderate in quercetin-treated CD133+
cells (Figure 5 A, B, Table 1). ACTA-2 immunoreactivity was significantly greater in
control group than in quercetin-treated CD133+ cells (p=0.009, Table 2).
Immunostaining intensity for ACTA-2 was moderate for control group and quercetin-
treated CD133- cells (Figure 5 C, D, Table 1). H-SCORE values for ACTA-2 were
260,66+4,77, 171,16+17,73, 231,71+17,79 and 241,33425,01 for CD133+ control,
quercetin-treated CD133+ cells, CD133- control and quercetin-treated CD133- cells,
respectively (Table 2). However, quercetin-treated CD133- cells had a higher H-
SCORE for ACTA-2 than control group, but the difference was not significant
(p>0.05, Table 2).

Immunostaining for IL-1p was weak in quercetin-treated CD133+ cells and
control group (Figure 5 E, F, Table 1). However, IL-1p immunostaining intensity was
weak to moderate in quercetin-treated CD133- cells (Figure 5 G, H, Table 1). H-
SCORE values of IL-1p were 139,91+13,72, 105,66+2,49, 188,43+53,04 and
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186,33+32,25 for CD133+ control, quercetin-treated CD133+ cells, CD133- control
and quercetin-treated CD133- cells, respectively (Table 2). Both CD133+ (p=0.009)
and CD133- (p>0.05) control groups had greater H-SCORE values for IL-1 when
compared with quercetin-treated CD133+ and CD133- cells (Table 2).

N-cadherin immunostaining was weak in quercetin-treated CD133+ and CD133-
cells (Figure51,J, K, L, Table 1). H-SCORE values of N-cadherin were 157,05+17,18,
104,89+4,48, 220,26+7,39 and 144,56+21,41 for CD133+ control, quercetin-treated
CD133+ cells, CD133- control and quercetin-treated CD133- cells, respectively (Table
2). Furthermore, the H-SCORE values for N-cadherin revealed that there was a
significant reduction in quercetin-treated CD133+ (p=0.009) and CD133- cells
(p=0.009), (Table 2).

TNF-o immunostaining was weak to moderate in quercetin-treated CD133+ cells
(Figure 5 M, N, Table 1). H-SCORE values for TNF-a were 111,87+10,15,
153,75+23,29, 214,60+16,84 and 120,26+11,96 for CD133+ control, quercetin-treated
CD133+ cells, CD133- control and quercetin-treated CD133- cells, respectively (Table
2). As shown in Table 2, the H-SCORE for TNF-o was significantly higher in
quercetin-treated CD133+ cells than in control group (p=0.009). Immunostaining for
TNF-0 was weak in quercetin-treated CD133- cells (Figure 5 O, P, Table 1). In
addition, CD133- control group showed significantly greater immunoreactivity for
TNF-a (p=0.009, Table 2).

Immunostaining for vimentin was moderate in quercetin-treated CD133+ cells
and control group (Figure 5 Q, R, Table 1). Vimentin H-SCOREs of 210,47+6,76,
225,10+£7,13, 235,38+7,88 and 230,65+24,86 were found for CD133+ control,
quercetin-treated CD133+ cells, CD133- control and quercetin-treated CD133- cells,
respectively (Table 2). Vimentin immunoreactivity was significantly increased in
quercetin-treated CD133+ cells (p=0.016, Table 2). Similarly, vimentin
immunostaining intensity was moderate in quercetin-treated CD133- cells and control
group (Figure5S, T, Table 1). CD133- control group showed an increase in H-SCORE
for vimentin, albeit not significantly (p>0.05, Table 2).

Immunostaining for ACTA-2 was weak to moderate in resveratrol-treated
CD133+ cells (Figure 6 A, B, Table 1). H-SCORE values for ACTA-2 were
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253,47426,71, 227,474+5,35, 262,74+32,49 and 265,68+29,20 in CD133+ control,
resveratrol-treated CD133+ cells, CD133- control and resveratrol-treated CD133-
cells, respectively (Table 2). ACTA-2 immunoreactivity was greater in control group
than in resveratrol-treated CD133+ cells (p>0.05, Table 2). Immunostaining intensity
for ACTA-2 was moderate in control group and resveratrol-treated CD133- cells
(Figure 6 C, D, Table 1). Moreover, resveratrol-treated CD133- cells had a higher
ACTA-2 H-SCORE than control group, but the difference was not significant (p>0.05,
Table 2).

The immunostaining for IL-1B was weak to moderate in resveratrol-treated
CD133+ cells (Figure 6 E, F, Table 1). The H-SCORE values of IL-1B were
245,86+17,45, 228,36+£23,61, 240,40+£22,53 and 209,61+20,20 for CD133+ control,
resveratrol-treated CD133+ cells, CD133- control and resveratrol-treated CD133-
cells, respectively (Table 2). CD133+ control group had greater H-SCORE for IL-1p
when compared with resveratrol-treated CD133+ cells (p>0.05, Table 2). IL-1B
Immunostaining intensity was weak in resveratrol-treated CD133- cells (Figure 6 G,
H, Table 1). CD133- control group showed significantly greater H-SCORE for IL-1f
in comparison to resveratrol-treated CD133- cells (p=0.028, Table 2).

N-cadherin immunostaining was weak to moderate in resveratrol-treated CD133+
cells (Figure 6 1, J, Table 1). The H-SCORE values of N-cadherin were 281,33+24,84,
212,14+10,16, 245,42+21,67 and 246,59+21,68 for CDI133+ control, resveratrol-
treated CD133+ cells, CD133- control and resveratrol-treated CD133- cells,
respectively (Table 2). The H-SCORE for N-cadherin was significantly higher in
control group than in resveratrol-treated CD133+ cells (p=0.009, Table 2).
Immunostaining for N-cadherin was moderate in resveratrol-treated CD133- cells
(Figure 6 K, L, Table 1). Resveratrol-treated CD133- cells showed greater N-cadherin
H-SCORE versus control group, but not at a significant level (p>0.05, Table 2).

TNF-0 immunostaining was weak in resveratrol-treated CD133+ cells (Figure 6
M, N, Table 1). H-SCORE values for TNF-a were 219,36+16,47, 158,25+13,84,
256,64+40,92 and 226,57+16,25 for CD133+ control, resveratrol-treated CD133+
cells, CD133- control and resveratrol-treated CD133- cells, respectively (Table 2).

CD133+ control group had significantly increase in immunoreactivity for TNF-a
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(p=0.009, Table 2). Immunostaining for TNF-o was weak to moderate in resveratrol-
treated CD133- cells (Figure 6 O, P, Table 1). CD133- control group showed an
increase in H-SCORE for TNF-a. (p>0.05, Table 2).

Immunostaining for vimentin was moderate in resveratrol-treated CD133+ cells
and control group (Figure 6 Q, R, Table 1). Similarly, vimentin immunostaining
intensity was moderate in resveratrol-treated CD133- cells and control group (Figure
6 S, T, Table 1). The H-SCORE values of 265,11+£16,97, 258,44+5,68, 264,91+9,10
and 268,35+18,48 were found for vimentin in CD133+ control, resveratrol-treated
CD133+ cells, CD133- control and resveratrol-treated CD133- cells, respectively
(Table 2). CD133+ control group and resveratrol-treated CD133- cells showed greater
H-SCOREs for vimentin when compared with resveratrol-treated CD133+ cells and
CD133- control group, respectively, but the difference was not significant (p>0.05,
Table 2).

In the current study, quercetin-treated CD133- cells had a significantly greater
intensity of IL-1p than quercetin-treated CD133+ cells (p=0.009, Table 2). The
intensity of TNF-a was significantly higher in quercetin-treated CD133+ cells
(p=0.016) and resveratrol-treated CD133- cells (p=0.008), (Table 2). However,
intensity of vimentin was higher in quercetin- or resveratrol-treated CD133- cells than
quercetin- or resveratrol-treated CD133+ cells, but not significantly (p>0.05, Table 2).
Additionally, both quercetin-treated CD133- cells (p=0.009) and resveratrol-treated
CD133- cells (p=0.016) had significantly higher intensity for N-cadherin in
comparison to quercetin- or resveratrol-treated CD133+ cells (Table 2). Quercetin-
treated CD133- cells (p=0.009) and resveratrol-treated CD133- cells (p=0.021) had
significantly higher intensity for ACTA-2 than quercetin- or resveratrol-treated
CD133+ cells as well (Table 2).

Quercetin-treated CD133+ cells had the lowest intensity for IL-13 when compared
with quercetin-treated CD133- cells (p=0.021), resveratrol-treated CD133+ cells
(p=0.001) or CD133- cells (p=0.001), (all p statistically significant, Table 2). The
intensity of TNF-a was significantly lower in quercetin-treated CD133+ cells than
resveratrol-treated CD133- cells (p=0.003, Table 2). However, resveratrol-treated

CD133+ cells had significantly higher intensity for TNF-a than quercetin-treated
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CD133- cells (p=0.009, Table 2). Moreover, resveratrol-treated CD133- cells had
significantly higher intensity for TNF-a than quercetin-treated CD133- cells (p=0.000,
Table 2).

Resveratrol-treated CD133+ cells had significantly higher intensity for vimentin
than quercetin-treated CD133+ cells (p=0.000, Table 2). Additionally, resveratrol-
treated CD133- cells had significantly higher intensity for vimentin than quercetin-
treated CD133+ cells (p=0.020, Table 2). Intensity of N-cadherin was significantly
higher in resveratrol-treated CD133+ cells (p=0.000) and CD133- cells (p=0.000) than
in quercetin-treated CD133+ cells (Table 2). H-SCORE values for N-cadherin were
also significantly higher in resveratrol-treated CD133+ cells (p=0.004) and CD133-
cells (p=0.000) than quercetin-treated CD133- cells (Table 2). Resveratrol-treated
CD133+ cells (p=0.006) and CD133- cells (p=0.003) had significantly higher intensity
for ACTA-2 than quercetin-treated CD133+ cells (Table 2).

Table 1. Immunostaining for ACTA-2, IL-1B, N-cadherin, TNF-a and vimentin in
CD133+ and CD133- PANC-1 cells treated with quercetin at 10 uM concentration for
48 hour and resveratrol at 5 uM concentration for 24 hour

ACTA-2 IL-1p N-cadherin TNF-a Vimentin

CD133+ Control ++ + +++ + ++
Quercetin CD133+ +/++ + + +/++ ++
CD133- Control ++ + +++ +++ ++
Quercetin CD133- ++ +/++ + + ++
CD133+ Control ++ ++ +H[+++ +/++ +4
Resveratrol CD133+ +/++ +/++ +++ + ++
CD133- Control ++ ++ +++ ++ ++
Resveratrol CD133- ++ + ++ +/++ ++
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Table 2. The H-SCORE values for ACTA-2, IL-1B, N-cadherin, TNF-a and vimentin
in CD133+ and CD133- PANC-1 cells treated with quercetin at 10 uM concentration
for 48 hour and resveratrol at 5 uM concentration for 24 hour

ACTA-2

IL-1p

N-cadherin

TNF-a

Vimentin

CD133+ Control

Quercetin CD133+

260,66+4,77

171,16+17,732

139,91£13,72

105,66+2,492

157,05+17,18

104,89+4,482

111,87+10,15

153,75+23,292

210,47+6,76

225,107,132

CD133- Control
Quercetin CD133-

231,71£17,79
241,33+25,01

188,43+53,04
186,33+£32,25

220,26+7,39
144,56+21,41°

214,60+16,34
120,26+11,96°

235,38+7,88
230,65+24,86

CD133+ Control

Resveratrol CD133+

253,47+26,71

227,47+5,35

245,86+17,45

228,36+23,61

281,33+24,84

212,14+10,16°

219,36+16,47

158,25+13,84¢

265,11£16,97

258,44+5,68

CD133- Control

Resveratrol CD133-

262,74+32,49

265,68+29,20

240,40+22,53

209,61+20,209

245,42421,67

246,59+21,68

256,64+40,92

226,57+£16,25

264,91£9,10

268,35+18,48

Quercetin CD133+

Quercetin CD133-

171,16=17,73

241,33425,01¢

105,66+2,49

186,33+32,25¢

104,89+4,48

144,5621,41¢

153,75+23,29

120,26+11,96¢

225,10+£7,13

230,65+24,86

Resveratrol CD133+

Resveratrol CD133-

227,47+5,35

265,68+29,20°

228,36+23,61

209,61+20,20

212,14+10,16

246,59421,68f

158,25+13,84

226,57+26,25°

258,44+5,68

268,35+18,48

0.003¢

0.0049

0.0019

0.0019

0.019¢

Data are shown as means + SD.

Based on Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests.

aSignificant difference between CD133+ control group and quercetin-treated CD133+ cells (p<0.05).
bSignificant difference between CD133- control group and quercetin-treated CD133- cells (p<0.05).
¢Significant difference between CD133+ control group and resveratrol-treated CD133+ cells (p<0.05).
dSignificant difference between CD133- control group and resveratrol-treated CD133- cells (p<0.05).
eSignificant difference between quercetin-treated CD133+ and CD133- cells (p<0.05).

fSignificant difference between resveratrol-treated CD133+ and CD133- cells (p<0.05).

9Significant difference between four groups (quercetin-treated CD133+ cells, quercetin-treated CD133-
cells, resveratrol-treated CD133+ cells and resveratrol-treated CD133- cells), (all p<0.05).
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CD133+ Control Quercetin CD133+ CD133- Control Quercetin CD133-

{ i?ér

ACTA—2

N-cadherin

Vimentin

Figure 5. Immunoreactivity of ACTA-2, IL-1B, N-cadherin, TNF-o and vimentin in
PANC-1 cells (CD133+ and CD133-) in 48 hour culture exposed to standard culture
conditions or 10 uM quercetin (A-T, Scale Bars= 100 pum)
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N-cadherin

TNF-a

Vimentin

Figure 6. Immunoreactivity of ACTA-2, IL-1B, N-cadherin, TNF-o and vimentin in
PANC-1 cells (CD133+ and CD133-) in 24 hour culture exposed to standard culture
conditions or 5 uM resveratrol (A-T, Scale Bars= 100 um)
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Discussion

Resveratrol and quercetin, two structurally-related flavonoids, are polyphenolic
compounds found in many plant species that show anti-cancer activity by suppressing
cancer stem cell activity (7, 8). Several studies have demonstrated that quercetin and
resveratrol can decrease EMT ability of different cancer cell lines including oral cancer
cells, breast cancer stem cells and prostate cancer cells (15-19). Although resveratrol
and quercetin have been studied separately on pancreatic cancer stem cells, there is no
study investigating the combined effects of resveratrol and quercetin on epithelial-

mesenchymal transition in pancreatic cancer stem cells.

There are different cell separation methods. MiniMACS is a fast and practical
method based on the magnetic separation of cell populations with positive selection.
In pancreatic cancer stem cells, CD133+ cells have higher tumorigenic and metastatic
potential than CD44+ and CD24+ cells. Therefore, it has been suggested that CD133
may be significantly a cell surface marker of CSCs (11). Cao et al. (12) reported that
quercetin can reduce the expression of CD133 in pancreatic cancer stem cells. Shankar
et al. (13) resveratrol may inhibit human pancreatic cancer stem cell characteristics
(CD133+CD44+CD24+ESA+) which are highly tumorigenic.

Various markers have been used to determine the EMT. Cytokeratins, E-cadherin
and integrins are the most frequently used epithelial markers. Additionally,
fibronectin, N-cadherin and vimentin are mesenchymal markers. Switch from E-
cadherin to N-cadherin can be used to observe the EMT (21). In one study, cells from
a human pancreatic cancer cell line (PATU-8988) were treated with quercetin at
different concentrations (0, 20, 40 and 80 uM for 24 hour). The authors found that
quercetin reduced mRNA expression of N-cadherin (22). In another study, quercetin
decreased EMT-related proteins (N-cadherin and vimentin) in a dose dependent
manner (12.5, 25 and 50 pM) in head and neck cancer-derived sphere cells (23). In the
current study, the H-SCORE for N-cadherin revealed that there was a significant
reduction in N-cadherin immunoreactivity in quercetin-treated CD133+ and CD133-
PANC-1 cells. Furthermore, the immunostaining intensity of N-cadherin was

significantly stronger in control group than in resveratrol-treated CD133+ cells.
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However, resveratrol-treated CD133- cells had a higher H-SCORE for N-cadherin
than control group, but not at a significant level. Therefore, both quercetin and
resveratrol could inhibit epithelial-mesenchymal transition of pancreatic cancer stem

cell by decreasing N-cadherin expression.

TNF-a is a cytokine which is immediately expressed during an inflammatory
process and can cause cell death. It is also important for tumor progression, especially
in cancer stem cells. Moreover, it can stimulate EMT and enhance stemness
characteristics (24). Inflammation is a significant characteristic of pancreatic
adenocarcinoma (PA). A study on liver metastasis in mice showed that TNF-o and
interferon gamma (IFN-y) may stimulate invasion of PA cells and thus, PA cells could
have EMT ability (25). Our study found that the H-SCORE for TNF-a was
significantly higher in quercetin-treated CD133+ cells than in control group. However,
CD133+ control group had significantly greater H-SCORE for TNF-a compared to
resveratrol-treated CD133+ cells. Therefore, TNF-a expression may be triggered after
treatment with quercetin rather than resveratrol in CD133+ PANC-1 cells. In addition,
after incubation with both quercetin and resveratrol, TNF-o expression was less in
CD133+ PANC-1 cells compared to CD133- PANC-1 cells with resveratrol. However,
TNF-o expression was less in CD133- PANC-1 cells compared to CD133+ PANC-1
cells with quercetin. These results suggest that resveratrol inhibits TNF-a expression
in CD133+ PANC-1 cells.

IL-1pB is induced by inflammatory signals and may cause metastasis as well as
tumor growth (26). Nomura et al. (27) showed that IL-1p can activate NF-xB in
pancreatic cancer cells. IL-1B significantly increased NF-xB activation in cells
overexpressing CD133 and led to EMT. Based on our results, both CD133+ and
CD133- control groups had increased IL-1B immunoreactivity when compared with
both quercetin- and resveratrol-treated cells. Therefore, in the pancreatic cancer stem
cells, resveratrol and quercetin could decrease IL-1p expression and reduce

inflammation via NF-xB pathway.

Alpha-smooth muscle actin (a-SMA/ACTA-2) is among the most commonly used
markers of cancer-associated fibroblasts (CAFs) (28). a-SMA was found to be widely

expressed in MG-63 and U20S human osteosarcoma cell lines (29). Our results
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demonstrated that ACTA-2 expression was significantly reduced in CD133+ PANC-
1 cells in comparison to treated CD133- cells both treated with quercetin and
resveratrol. Thus, resveratrol and quercetin could prevent metastasis by inhibiting

epithelial-mesenchimal transition in pancreatic cancer stem cells.

Dissemination of cancer cells is explained by the fact that cells acquire
mesenchymal markers, such as vimentin which is associated with an increased
potential of metastasis (30). Wang et al. (19) documented that resveratrol inhibits the
PC-3 prostate cancer cell growth and affects EMT-related markers, producing
decreased vimentin and increased E-cadherin levels. In the current study, both
quercetin-treated CD133+ cells and CD133- control group had significantly greater H-
SCORE for vimentin versus CD133+ control group and quercetin-treated CD133-
cells, respectively. Additionally, both CD133+ control group (for resveratrol) and
resveratrol-treated CD133- cells had a greater H-SCORE for vimentin. Compared to

quercetin, resveratrol had a greater effect on vimentin expression.

Both substances may have different effects in different cells (normal, pathological,
cancer, cancer stem cell, etc.). In particular, these substances may cause changes in
cell viability and consequently cell morphology. The roles of these two substances on
EMT in cells are not yet known. There is also a relationship between morphological
changes and EMT (such as epithelial or mesenchymal characteristics). Quercetin has
more effect on cell morphology, it may affect epithelial and mesenchymal

characteristics of cells.
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Conclusion

In conclusion, cytotoxic and anti-cancer effects of resveratrol and quercetin were
studied in both CD133+ and CD133- PANC-1 pancreatic cancer cells using various
concentrations. Interestingly, resveratrol and quercetin affected IL-1p, TNF-a,
vimentin, N-cadherin and ACTA-2 expressions which were associated with metastasis
in pancreatic cancer cells. As the reduction in N-cadherin and ACTA-2
immunoreactivities was greater than the increase in vimentin immunoreactivity, it may
be expected that quercetin could prevent epithelial-mesenchymal transition to a greater
extent than resveratrol in pancreatic cancer stem cells. In order to understand specific
effects of resveratrol and quercetin on pancreatic cancer stem cells, essential signaling
pathways should be identified. Further studies in animals and humans are needed to

elucidate the effects of resveratrol and quercetin on epithelial-mesenchymal transition.
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ABSTRACT

Aim: Pancreatic cancer is a fatal disease that has minimum survival with regard to any
another cancer types. In pancreatic cancer, metastasis occurs in association with
epithelial mesenchymal transition (EMT). Resveratrol is one of the polyphenolic
compounds found that in many plant species such as grapes, peanuts and berries.
Resveratrol can suppress EMT-related factors (ACTA-2, N-cadherin, vimentin, etc.).
It can also inhibit stem cell activity in pancreatic cancer. The aim of this study was to

investigate the effect of resveratrol on metastasis in pancreatic cancer stem cell.
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Materials and Methods: Human pancreatic cancer stem cells were isolated by
MiniMACS system using CD133 antibody. Furthermore, cell cytotoxicity was
measured by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
cell viability test. After administration of 5 pM resveratrol to CD133+ and CD133-
cells for 24 hours, staining of ACTA2, N-cadherin and vimentin was graded semi
quantitatively using the H-SCORE. Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests
(whichever appropriate) were used for differences among groups. A p value of <0.05
was considered as statistically significant.

Results: ACTA-2 immunoreactivity was higher in control group than resveratrol-
treated CD133+ cells (p>0,05). However, the H-SCORE for N-cadherin was
significantly higher in control group than resveratrol-treated CD133+ cells (p<0,05).
CD133+ control group had increase in H-SCORE for vimentin when compared with
resveratrol-treated CD133+ cells, but not significant (p>0,05). ACTA-2 and N-
cadherin immunoreactivities were significantly lower in resveratrol-treated CD133+
cells than resveratrol-treated CD133- cells (p<0.05). When compared to resveratrol-
treated CD133- cells, H-SCORE of vimentin was lower in resveratrol-treated CD133+
cells, but not significant (p>0.05).

Conclusion: After resveratrol treatment; the ACTA-2, N-cadherin and vimentin
immunoreactivities were decreased in CD133+ cells. Therefore, epithelial
mesenchymal transition of pancreatic cancer stem cells was inhibited by resveratrol.
Thus, it was concluded that resveratrol may decrease the potential of these cells to

metastasize. Resveratrol may reduce the mesenchymal cell property of cancer cells.

Keywords: EMT, Resveratrol, Vimentin, N-cadherin, ACTA-2
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OZET

Amac: Pankreas kanseri, heterojen popiilasyona sahip bir kanser tiiriidiir. Pankreas
kanserinde metastaz, epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT) ile iligkili olarak
meydana gelir. Kersetin, EMT ile iliskili faktorleri (B-katenin, vimentin vb.) inhibe
ederek ve kanser kok hiicre aktivitesini baskilayarak anti-kanser aktivite gosteren
fitokimyasallardan biridir. Bu c¢alismanin amaci, pankreas kanseri kok hiicresinde

kersetinin EMT iizerindeki etkisini arastirmaktir.
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Gere¢ ve Yontem: Calismada pankreatik kanser kok hiicreleri (PANC-1), pankreas
kanseri hiicre hattindan MiniMACS ile CD133 antikoru kullanilarak elde edildi.
CD133+ ve CD133- hiicreler ayr1 ayr kiiltiire edilerek 10 uM kersetin 48 saat
uygulandiktan sonra hiicre sitotoksisitesi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir (MTT) hiicre canlilik testi ile 6lgiildii. CD133+ ve CD133-
hiicrelere 10 uM kersetin 48 saat uygulanmasindan sonra tiim hiicreler %4
paraformalehit ile fikse edildikten sonra N-kaderin, vimentin ve ACTA-2 dagilimlar
indirekt immunositokimya analiz yontemi ile HSCORE degerlendirilmesi ile yapildi.
Bulgular: Kersetin uygulanan CD133+ kanser kok hiicrelerinde vimentin
immunoreaktivitesi CD133- hiicrelere oranla anlamli olarak daha yiiksek iken
(p<0.05), N-kaderin immunoreaktivitesinin her iki hiicrede de azaldigi saptandi
(p<0.05). Ayrica kersetin uygulanmayan CD133+ hiicrelerde N-kaderin
immunoreaktivitesinin, kersetin uygulanan hiicrelere oranla daha fazla oldugu da
gozlendi. ACTA-2 immunoreaktivitesi ise kersetin uygulamasi sonrasinda CD133+
hiicrelerde, kersetin uygulanmayan CDI133+ hiicrelere oranla anlamli derecede
azalmis iken (p<0.05), kersetin uygulanan CD133- hiicrelerinde arttig1 tespit edildi.

Sonug¢: Kersetin uygulamasi sonrasinda CD133+ hiicrelerde N-kaderin ve ACTA-2
immunoreaktivitesinde azalma, pankreatik kanser kok hiicrelerinin epitelyal-
mezenkimal gecis siirecini azaltti. Boylelikle kersetinin bu hiicrelerin metastaz yapma
potansiyellerini azaltabilecegi sonucuna varildi. Kersetinin 6zellikle hiicre adezyon
molekiilleri tizerine olan etkisi ile kanser hiicrelerinin mezenkimal hiicre 6zelligi

kazanmasini azalttig diistintildi.

Anahtar Kelimeler: EMT, Kersetin, Vimentin, N-kaderin, ACTA-2
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