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%: Yiizde

+: Standart Hata

uL:  Mikrolitre

um:  Mikrometre

APC: Adenomat6z polipoziscoli

Akt:  Protein kinaz B

BAD: Becl iliskili 6liim diizenleyici
BAX: Bel iligkili X proteini

Bcl- 2: B-hiicre lenfoma 2 (Bcell lymphoma 2)
Bcl- XL: B- hiicre lenfoma ekstra biiyiik
Bid: BH3 iligkili 6liim bolgesi

Bim: Bel ilskili mediyator

BMPR1A: Kemik morfogenetik protein reseptorii, tip IA/bone morphogenetic
protein receptor, type 1A

c- FLIP: Hiicresel FLICE inhibitor proteini (cellular FLICE inhibitory protein)
CIN: Kromozomal instabilite

CLA: Konjuge linoleik asit

CDYA: Coklu doymamis yag asitleri

DAB: Diaminobenzidin
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DCC: Kolorektal Korsinomal Silme (Deleted in colorectal carcinomal)
DPC4: Pankreas Korsinomal Silme (Deleted in pancreatic carcinomal 4)

DISC: Olime neden olan sinyallesme kompleksi (Death-inducing signalling

complex)

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DY: Doymus yag

EGF: Epidermal biiyliime faktori

EGFR: Epidermal biiyiime faktor reseptorii (Epidermal growth factor receptor)
Elk-1: ETS benzeri protein 1 (ETS like protein 1)

ERK: Ekstra seliiler regiile edici kinaz

FADD: Fas ile iligkili 6lim bolgesi proteini (Fas-associated protein with death

domain)

FasL: Fas Ligand

g: gram

GADPH: Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz
GPR109a: G protein bagimli reseptor o
GPRA43: G protein bagimli reseptor 43

GRB2: Biiylime faktorii reseptoriine bagli protein 2 (Growth factor receptor-bound
protein 2)
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IAPs: Apoptoz inhibitdr proteinleri

IL-10 Interlokin -10
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KRK: Kolorektal kanser
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Kersetinin Kolon Kanser Hiicreleri Sag Kalimi ve Oliimii Uzerine Etkileri
Ogrencinin Adi: Serpil Ozsoy
Danismani: Prof. Dr. Seving Yiicecan Es Damisman: Prof.Dr. Seda Vatansever

Anabilim Dali: Beslenme ve Diyetetik

OZET

Amac: Bu c¢alismada kersetinin Colo-320 (primer) ve Colo-741(metastatik) kolon
adenokarsinoma hiicrelerinde hiicre sag kalimi, apoptoz ve hiicresel yaslanma
tizerine etkilerinin arastirilmasi ve kersetinin iki farkli kolon kanser hiicresinden
salinan eksozomlar ve eksozomal miRNAlar iizerine olan etkilerinin incelenmesi

amagclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Hiicresel sitotoksisite; Colo-320 ve Colo-741 hiicre hatlarinda
MTT deneyi ile analiz edilmistir. Kersetin uygulamasindan sonra hiicresel yaglanma,
apoptoz, TUNEL boyamasi, X-Gal boyamasi ve Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, Lamin
B1, pl6, siklin Bl gibi ilgili proteinlerin immiinositokimyasal analizi dolayl
peroksidaz teknigi ile degerlendirilmistir. Kersetin uygulamasinin eksozomal total
miRNA konsanstrasyonlarina etkisi ise miCURY eksozom izolasyon kiti kullanilarak

analiz edilmistir.

Bulgular: Her iki hiicre hattinda hiicre biiyiimesinin inhibisyonu i¢in etkili dozun, 48
saat boyunca 25 ug/ml kersetin oldugu belirlenmistir. Kersetin tedavisini takiben
artan Bax immiinoreaktivitesi hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicre hatlarinda
anlamli bulunmustur, ancak azalmis Bcl-2 immiinoreaktivitesi sadece Colo-320
primer hiicre hattinda anlamli olarak Dbelirlenmistir. Ek olarak, kersetin
uygulamasindan sonra, hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde TUNEL pozitif
hiicre sayis1 ve p16, Lamin Bl ve siklin Bl i¢in immiino-aktiviteler anlamli olmasa da

artmistir.



Sonu¢: Sonug olarak kersetin sadece Colo-320 primer kolon kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiiklemeyi basarmistir. Bu bulgu polifenolik bilesiklerin hiicre tipine ve
kokenine gore etkilerinin farkli olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Ayrica,
kersetin kolon kanseri hiicrelerinde yaslanmay1 da tetiklemistir, ancak bazi hiicreler
canli kalmistir, bu da kolon kanseri hiicrelerinin yaslanmadan kagmis olabilecegini
disiindiirmiistiir. Kersetin uygulamasi sonrasi total miRNA konsantrasyonlart her iki
hiicre hattinda da artis gostermistir, ancak degisiklik istatistiksel a¢idan anlamli

bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: kersetin, polifenol, apoptoz, hiicresel yaslanma, primer (Colo-
320) kolon kanseri, metastatik (Colo-741) kolon kanseri.



Effects of Quercetin on Colon Cancer Cells Survival and Death
Name of Student: Serpil Ozsoy

Advisor: Prof. Dr. Seving Yiicecan Co- Advisor: Prof.Dr. Seda Vatansever

Department: Beslenme ve Diyetetik

ABSTRACT

Objective: The flavonoid group of polyphenols has positive impacts on human
health due to its anti-cancer, anti-inflammatory, anti-microbial and cardioprotective
effects, and quercetin is one of the most attracted flavonol of this group. The
influences of phenolic compounds, including quercetin, on programmed cell death
and cellular senescence have been the subject of research in recent years. In this
study, we aimed to investigate the effects of quercetin on cell viability, apoptosis and
cellular senescence in primary (Colo-320) and metastatic (Colo-741) colon
adenocarcinoma cell lines. Additionally, another aim of this study is to investigate
the effects of quercetin treatment on exosomes and exosomal miRNAs released from

two different colon cancer cells.

Methods: Cytotoxicity was analyzed via MTT assay in Colo-320 and Colo-741 cell
lines. After quercetin treatment, cellular senescence and apoptosis were evaluated by
TUNEL staining, X-Gal staining and indirect peroxidase technique for
immunocytochemical analysis of related proteins such as Bax, Bcl-2, caspase-3,
Hsp27, Lamin B1, p16, cyclin B1. The effect of quercetin treatment on exosomal
total miRNA concentrations was analyzed using with miCURY exosome isolation
Kit.

Results: The effective dose for inhibition of cell growth in both cell lines was
determined to be 25ug/ml quercetin for 48 hours. Increased Bax immunoreactivity
following quercetin treatment was significant in both Colo-320 and Colo-741 cell
lines, but decreased Bcl-2 immunoreactivity was significant only in the Colo-320

primary cell line. In addition, after quercetin administration, the number of TUNEL



positive cells and, immunoreactivities for p16, Lamin B1 and cyclin B1 in both Colo-

320 and Colo-741 cells increased.

Conclusion: Our results suggest that quercetin may only induce apoptosis in primary
colon cancer cells. Furthermore, quercetin also triggered senescence in colon cancer
cells but some cells remained alive, suggesting that colon cancer cells might have
escaped from senescence.Total miRNA concentrations increased in both cell lines

after quercetin treatment, but the change was not statistically significant.

Keywords: quercetin, polyphenol, apoptosis, cellular senescence, primary (Colo-

320) colon cancer, metastatic (Colo-741) colon cancer.



1. GIRIS ve AMAC
1.1 Kuramsal Yaklasim ve Kapsam

Mutasyona ugramis anormal hiicrelerin kolon veya rektumda kontrolsiiz bir
sekilde cogalmasi kolorektal kanser olarak tanimlanmaktadir (American Cancer
Society, Erisim tarihi: 11Mart 2020). 2018 yil1 verilerine gore en sik yeni tan1 alan 3.
Kanser tiiriinlin kolorektal kanser oldugu bildirilirken, kansere bagli dliimlerin %9,2’
sinin kolorektal kansere bagli dlimler oldugu belirtilmektedir (WHO, Erisim tarihi:
11 Mart 2020). Birinci dereceden aile yakinlarinda kolorektal kanser olmasi, daha
onceden kolorektal adenoma, kolorektal kanser veya yumurtalik kanseri gegirmis
olmak, uzun siireli iilseratif kolit veya Chron’s hastalig1 ge¢irmis olmak, asir1 alkol
tilketimi, sigara kullanmak, etnik koken ve obezite; kolorektal kanser gelisimine
katkida bulunan risk faktorleri arasindadir (National Cancer Institute, Erisim tarihi:

11 Mart 2020).

Polifenollerin anti- karsinojenik etkisi siire gelen yillar iginde yapilan
caligmalarla ortaya konmustur (Scalbert ve ark., 2005). Kersetin anti- inflamatuar ve
anti- karsinojenik etki gosteren; sogan, elma, iiziim, yaban mersini, turunggiller,
maydanoz ve diger yesil yaprakli sebzeler gibi bir¢ok sebze ve meyvede yaygin
olarak bulunan flavanol grubu bir fitokimyasaldir (Shahifi, 2005). Kersetin’ in NFk-
B translokasyonunu ve TNF- o, IL- 6, IL- 1B gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu baskilayarak anti- inflamatuar etki gosterdigi yapilan ¢aligmalarda
belirtilmektedir (Luca ve ark., 2019). Kersetinin anti-inflamatuar etkisinin yaninda

anti-karsinojenik etkisi de oldukga ilgi goren bir arastirma konusudur.

Apoptoz normal gelisme ve yaslanma siirecinde hiicre sayisinin kontrol altinda
tutulmas1 icin gerceklesen, genetik olarak hiicre eliminasyonunu saglayan
homeostatik bir mekanizma olarak bilinmektedir. Apoptoz iki yolak iizerinden
aktiflesmektedir; 6lim — reseptor (ekstrinsik) yolagi ve mitokondriyal (intirinsik)
yolak (EImore,2007). Apoptoz diger bir deyisle ‘programli hiicre 6liimii’, mutasyona
ugramis kanser hiicrelerinin bu iki sinyal yolaklar1 araciliiyla ortadan kaldirilmasim
saglamaktadir. Bu nedenle apoptoz karsinogenezde kritik bir rol iistlenmektedir

(Hanahan ve Weinberg, 2011).



DNA hasari, giiclii mitojenik sinyaller ve stres gibi onkojenik uyaranlara maruz
kalan hiicreler, hiicre dongiisiinii geri doniigsiiz olarak durdurur, bu olay hiicresel
yaslanma (senesens) olarak tanimlanmaktadir (Schafer ve ark., 2017). Hiicresel
yaslanma tiimor baskilayici potansiyele sahiptir ve p53/p21 ve pl16INK4a/pRB dahil
olmak {iizere iki ana timor baskilayici yolu ile kontrol edilmektedir. DNA hasar1 ve
onkojenik sinyal, timor baskilama proteini p53' iin DDR (DNA hasar yanit1) yolu
aktivasyonuna neden olur. p53 hiicre dongiisii kontrol noktasinin aktivasyonu
lizerine, hasarli hiicreler boliinmeyi durdurur ve G1 veya G2 fazinda hiicre dongiisii

durmasi meydana gelir (Pietrasik ve ark., 2020).

Eksozomlar, boyutlar1 30-100 nm arasinda degisen endozom zarinin i¢e dogru
keselesmesi ile olusan ve ekzositoz yoluyla salinan yapilardir (Hood ve ark., 2011).
Kan, tiikriikk, idrar gibi bir¢cok viicut sivisinda bulunan eksozomlar tasidiklari
RNAlar, proteinler ve lipitler ile hiicreler arasi iletisimi saglamaktadirlar (Wong ve
Chen, 2019). Eksozom igerigi hem hiicreden hiicreye hem de hiicrenin durumuna
gore farklillk gostermektedir. Miyofibroblastlardan salinan eksozomal mikro
riboniikleik asitlerin (MiRNAlar) (miR-21, miR-409) kanserli hiicrenin invazyonunu,
proliferasyonunu, kemo-direngliligini ve metabolizmasini etkiledigi
diistiniilmektedir. Ayrica tasidiklart miRNAlar ile hiicre canlilig1 veya 6liimii iizerine
kontrol mekanizmalarin1 diizenledigi bilinmektedir. Kanserli hiicrelerden salinan
eksozomlarda bulunan immiinomodiilator ajanlar (FasL, TGF-B, galactin-9, HSP72)
aracilig1 ile kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagisini regiile edebilmektedirler
(Pan ve ar., 2017). Eksozomlarin kanser olusumu ve gelisimindeki rolleri dolagimda,
g6z yasinda, viicut sivilarinda vb. bulunabilmelerinden dolay1 tani ve tedavide

kullanimlar1 yeni hedefler arasinda yer almaktadir (Wong ve Chen, 2019).

Bu arastirmada; giinliik beslenmemizde siklikla yer alan elma, sogan, maydanoz,
turunggiller ve yaban mersini gibi meyve sebzelerde bulunan kersetinin kolon kanser
hiicreleri sag kalimi ve 6liimii {izerine olan etkileri arastirilmistir. Kersetinin hiicre
dongiisii ve apoptoz mekanizmasi iizerine olan etkileri yaninda hiicre kiiltiiriinden
elde edilen eksozomlar ve miRNAlar iizerine olan etkilerinin arastirilmis olmasi

projenin 6zgiin degerini artirmaktadir. Kersetinin kolon kanser hiicre dizisinde hiicre



dongiisii ve apoptoz mekanizmasina olan etkileri ile eksozom ve miRNA analizini bir
arada inceleyen bir ¢aligma heniiz literatiirde yer almamaktadir. Bu nedenle elde
edilen verilerin literatiire yeni arastirmalarin gelistirilmesi adma 1s1k tutacag

ongoriilmektedir.

1.2 Amag

Bu calismada kersetinin Colo-320 (primer) ve Colo-741 (metastatik) kolon
adenokarsinoma hiicrelerinde hiicre sag kalimi, apoptoz ve hiicresel yaslanma
tizerine etkilerinin arastirilmasi ve kersetinin iki farkli kolon kanser hiicresinden
salinan eksozomlar ve eksozomal miRNAlar iizerine olan etkilerinin incelenmesi

amagclanmustir.

1.3 Hipotez

Kersetin primer (Colo-320) ve metastatik (Colo-741) kolon kanser hiicrelerinde
hiicre canliligini, apoptozu, hiicresel yaslanmay1 ve eksozomal miRNAlar1 doza ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak etkileyecektir. Kersetinin karsinogenezde 6nemli
olan apoptoz, hiicresel yaslanma ve eksozomal miRNAlar iizerine etkileri hiicre

tipine ve kokenine gore farklilik gosterecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

2.1.1 Kanser ve Kanser Gelisimine Katkida Bulunan Hiicresel Mekanizmalar

Kanser Amerika Birlesik Devletlerinde ikinci en yaygin 6liim nedenidir (NCD,
Erisim tarihi:13.04.2020). Meme, servikal ve kolorektal kanserler erken tami
sayesinde Onlenebilir kanser tiirleri arasindadir (NCD, Erisim tarihi:13.04.2020).
Kanser gelisimine katkida bulunan degistirilebilir risk faktorlerinin; tiitiin kullanimu,
UV sinlar1 ve radyasyon maruziyeti ve obezite oldugu bildirilmektedir (NCD,
Erisim tarihi:13.04.2020).

Cevresel faktorlere bagli olarak hiicre i¢i sinyal yolaklarinin ve genlerin
mutasyona ugramasi ve mutasyona ugramis hiicrelerin kontrolsliz bir sekilde

cogalmasi kanser olarak tanimlanmaktadir (Peters ve Gonzalez, 2018).

Kanser hiicreleri proliferasyonunda etkili olan altt &zellikle karakterize

edilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011);

e Proliferatif sinyalleri stirdiirmek,

e Biiylime baskilayicilardan kaginmak,
e Hiicre 6liimiine direnmek,

e Replikatif 6liimsiizligii saglamak,

e Anjiyogenezi indiikklemek.

e Invazyon ve metastazi aktive etmek.
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Sekil 1: Karsinogenez (Peters ve Gonzales, 2018).

Kanserde MAPK (Mitojen - Activated Kinase) yolagi ve PI3K (Phosphoinositid
3-kinase) yolagi gibi yolaklarin mutasyona ugramasi sonucu hiicreler arasi iletigim
ve biiylime faktorlerine yanmit devam ettirilmektedir (Hanahanve Weinberg, 2011).
Kanser hiicreleri artmis proliferasyona ek olarak; genetik kararsizliklari,
anjiyogenezin indiikksiyonu ve artan go¢ kapasiteleri ile canliliklarini devam
ettirmektedir (Sever ve Brugge, 2015). Kanser hiicreleri sag kalimi, proliferasyonu
ve metastazinda Ras-ERK (Ras- ekstraseliiler sinyal regiile edici kinazlar) ve PI3K
sinyal yolaklar1 hiicre boliinmesinin devam ettirilmesinde anahtar rol oynamaktadir

(Sever ve Brugge, 2015) (Sekil 2).



e Hiicre proliferasyonu

e Hiicre biiylimesi

e Hiicre canlilig1

e Metabolik degisiklikler
e Hiicre polaritesi

Sekil 2: Ras-ERK ve PI3K Yolagi (Sever ve Brugge,2015) (RTK: reseptor tirozin
kinaz, PTEN: Fosfataz ve Tensin Homolog/Phosphatase and Tensin Homolog, Src:
Sitoplazmik tirozin kinaz/Cytoplasmic, PI13K:Fosfo inositid 3
kinaz/phosphatidylinositol 3-kinases, Akt: Protein kinaz B/Protein kinase B, ERK:
ekstra seliiler regiile edici/extracellular-signal-regulated kinase, TSC1: Tiiberoz
Skleroz 1/Tuberous Sclerosis 1, TSC2: Tiiberoz Skleroz 2/Tuberous Sclerosis 2,
mTOR1: Rapamisin kompleksinin memeli hedefi 1/mammalian target of rapamycin
complex 1, MSK: Mitojen ve stres activated protein kinase/mitogen and stres
activated protein kinase, MNK: MAP kinaz etkilesimli serine/threonine- protein
kinaz 1/Map-kinase interacting serine/threonine protein kinase 1, RSK: Ribozomal
S6 kinaz/ Ribosomal S6 kinase).
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2.1.2 Kolorektal Kanser Tanim ve Olusumu

Kolorektal Kanserlerin (KRK) erkeklerde goriilme orant %10,2 iken, kadinlarda
%9,5’tir (GLOBCAN,2018). Bu oranlara gore KRK erkeklerde 3., kadinlarda 2. en
yaygin goriilen kanser tiridir (Bray ve ark., 2018). Kolon kanseri; ¢ekum ile
baslaylp aniis ile sonlanan yaklasik 1.5 m uzunlugunda olan kalin barsagin bir
hastaligidir (Yeatman, 2001). Barsak duvari distan i¢e dogru; seroza, muskularis
peopiya, submukoza ve mukozadan olusur (Yeatman, 2001). KRK olusumu;
barsagin i¢ duvarindaki normal kolon epitelyumunun adenokarsinomlara ve tiimore
doniismesiyle baslar (Aghabozorgi ve ark., 2019). Adenomat6z polipozis koli (APC),
p53, MCC, DPC- 4 (Pankreas Korsinomal Silme- 4) gibi tiimor baskilayict genlerin
ifadesindeki eksiklik ve RAS, Src (sitoplazmik tirozin kinaz) gibi onkogenlerde
meydana gelen mutasyon kolon kanser gelisiminde yer alan genetik degisikliklerdir
(Yeatman,2001) (Sekil 3).

MCC

APC RAS ps3 DCC/DPC4 (Smad4)
Mormal Mukoza )—p‘ Erken adenoma H Geg adenoma ‘—-—| Kanser I—.‘ Mukoza

Onkogen aktivasyonu

Tiimér baskilayici kaybi

Genetik Degisiklik

Sekil 3: Kolorektal Kanser Gelisimi (Fodde,2002) (APC: Adenomatdz polipozis
koli, DCC: silinmis kolorektal kanser/ deleted in colorectal cancer, DPC4: silinmis

pankreatik karinom 4/ deleted pancreatic carcinom 4).

APC geni hiicre yapigsmasi, yer degistirmesi, sinyal iletimi, mikrotiibiil diizenegi
ve kromozom ayrimi gibi bir¢gok hiicresel isleme katilan [- katenin’in
kodlanmasindan sorumludur (Fodde,2002). APC geninin tiimor baskilayict kapasitesi
B — katenin {izerine olan etkisiyle iligkilidir (Fodde, 2002). Wnt/p3 — katenin yolagi
doku homeostazi ve morfogenezinde etkili olabilecek biiyiime sinyallerinin etkin
oldugu ve mutasyonu sonucu KRK dahil bir¢ok kanser gelisimi ile iliskili olan hiicre
i¢i sinyal yolagidir (Aghabozorgi ve ark., 2019). Ayrica, APC gen mutasyonu
Familyal Adenomatéz Polipozi (FAP) gelismesiyle de yakindan iliskilidir
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(Nallamilli, 2017). FAP kolon veya rektumda adenom veya polip gelisimi ile
karakterize otozomal dominant kalitsal bir hastaliktir (Wang ve ark., 2018). APC
mutasyonu FAP ve Wnt/B-katenin yolagina ek olarak hiicre dongiisii ve farkli
hiicresel olaylar etkileyerek karsinogeneze katkida bulunur (Zhang ve Shay, 2017)
(Sekil 4). p53 (tiimor protein 53), p21, pRDb (retinoblastoma protein) gibi genlerdeki,
mutasyon hiicre boliinmesi {iizerindeki kisitlayicilarin - azalmasina ve timor
olusumuna neden olmaktadir (Nelson ve Cox, 2006). Fosforillenmis pRb DNA
(deoksiriboniikleik asit) sentezi igin gerekli olan proteinlerin sentezini uyaran E2F
transkripsiyon faktoriiniin aktiflesmesini ve hiicre boliinmesi igin gerekli proteinlerin
sentezlenmesini saglar (Nelson ve Cox, 2006). Hiicre dongiisii ve boliinmesi siklin
bagiml kinazlar tarafindan regiile edilir (Nelson ve Cox, 2006). pRb fosforilasyonu
siklin bagimli kinaz- 2 ve siklin E kompleksi tarafindan regiile edilir. DNA hasarinin
p53 genini aktiflestirmesi sonucu Siklin E- siklin bagimli kinaz- 2 kompleksinin
inhibitori olan p21° in sentezini uyarir ve boylece DNA hasari tespit edilen hasarl
hiicre dongiisii inhibe edilir (Nelson ve Cox, 2006). p53 geni kanser hiicresinin
apoptozunu, hiicre dongiisiinden kagmasini, hiicresel yaslanmayr veya DNA
onarimini etkilemektedir ve insan malignitelerinin %50’ sinde mutasyona ugradigi
distintilmektedir (Duffy, 2017). Ras yolagi aktivasyonu hiicrelerin farklilagmasi,
hareketi, canliligini devam ettirmesi ve proliferasyonunu etkilemektedir (Lee ve ark.,
2018). Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) reseptorii olan epidermal biiyiime
faktorii reseptoriine baglanmasi (EGFR) hiicre i¢inde bir dizi oto- fosforilasyona
neden olarak Raf- MEK- ERK ve PI3K- Akt sinyalizasyonunu uyararak Ets, Elk- 1
(ETS benzeri protein 1), Myc gibi transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasina ve
prolifere olmasina neden olmaktadir (Lee ve ark., 2018). KRK’ lerin %90’ inda
KRAS geni mutasyona ugramistir (Lee ve ark., 2018) (Sekil5).
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Sekil 4: APC Geninin Kolorektal Kanser Uzerine Etkileri (Zhang ve Shay, 2017).
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Sekil 5: Biiyiime Faktorleri ve Karsinogenez (Lee ve ark., 2018)(EGFR: Epidermal

biiyiime faktor reseptorii/ epidermal growth factor receptor, GRB2: Biiylime faktorii
reseptoriine bagli protein 2/ Growth factor receptor- bound protein2, MEK: Mitojen
aktive edici protein kinaz/Mitogen- activated protein kinase, ElIk- 1: ETS benzeri
protein 1/ ETS like protein 1, Akt: Protein kinaz B/Protein kinase B, PI3K:Fosfo
inositid 3 kinaz/phosphatidylinositol 3-kinases).
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2.1.3 Kolorektal Kanser Tani ve Tedavi Yontemleri

KRK taramasina bagli olarak kanserin erken tani ve tedavi edilebilir bir
asamada tanimlanarak prekanserdz adenomatdz poliplerin rezeksiyonu mortalite
oranini diisiirmektedir (Moreno ve ark., 2016; Ni ve ark., 2014). Lokalize ve erken
asamada teshis edilen KRK vakalarinda bes yillik hayatta kalma orani %90’ a
ulasabilirken, kanserin bagka doku ve organlara metastazi sonrasi teshis edilen
vakalarda bu oran %5’ e diisebilmektedir (Ni ve ark., 2014). KRK tarama metodlari
invazif ve non- invazif olarak iki gruba ayrilmaktadir (Issa ve Noureddine, 2017)
(Tablo 1 ). Non- invazif testler vaskiilarize polipler, adenomlar ve kanserli hiicre
dokiintiilerinin saptanmasina dayanmaktadir (Issa ve Noureddine, 2017). Invazif
testler ise patoloji 6rnegi alma veya gelismis neoplazinin dogrudan goriintiilenmesini
saglayabilmektedir (Issa ve Noureddine, 2017). TC Saglik Bakanligi ‘Kolorektal
Kanser Tarama Programi ve Ulusal Standartlar’’, 50 yas ve lizeri kadin ve erkek
bireylerin her iki yilda bir gaitada gizli kan testi ve on yilda bir kolonoskopi ile
tarama yapilmasimni Onermektedir (TC Saghik Bakanligi, Erisim Tarihi: 2 Mayis
2020). Ayrica birinci dereceden akrabalarinda KRK veya adenomat6z polip, iilseratif
kolit, Crohn’ s hastaligi, kalitsal polipozis veya polipozis dis1 sendrom Oykiisii olan
yiiksek risk grubundaki bireylerin 40 yas ve sonrasinda bu tarama programina dahil
olmalar1 6ngoriilmektedir (TC Saglik Bakanligi, Erisim Tarihi: 2 Mayis 2020).
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Tablo 1: Kolorektal Kanser Tarama Testleri

Invazif Testler Non-invazif Testler
e Sigmoidoskopi e Diski Testi
e Kolonoskopi -Diskida gizli kan testi (gFOBT)

-Disk1 Immiinokimyasal test(FIT)
-Fekal DNA testi(MT- sDNA)
e Kan Testi
e Radyolojik testler
-Baryum lavmani
-Kapsiil endoskopi
-Bilgisayarli tomografik kolografi

2.1.4 Kolorektal Kanser ve Risk Faktorleri

Obezite, fiziksel inaktivite, bati tarz1 beslenme aliskanliklari, alkol tiiketimi,
sigara kullanimi, yas, inflamatuar barsak hastaliklar1 6ykiisii, ailede kolorektal kanser
Oykiisli, genetik yatkinlik, Lynch Sendromu (kalitsal polipozis olmayan kolon
kanseri), Familyal adenomat6z polipozi (FAP), etnik kdken ve tip 2 diyabet
kolorektal kanser gelismine katkida bulunan risk faktorleridir (ACS, Erisim Tarihi: 2
Mayis 2020). KRK vakalarmin %25’ inin aile 6ykiisiinde KRK oldugu ve bunlarin
%5- 6’ smin KRK ile iligkili genlerdeki mutasyonlardan kaynaklandigi one
stirilmektedir (Migilore ve ark., 2010). APC, MUTYH, MLH1,MSH2, STK11,
SMAD4, BMPR1A vePTEN gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar bireyleri KRK
gelisimine yatkin hale getirir (Migilore ve ark., 2010). KRK kanser gelisiminin
genetik temeli; kromozomal kararsizlik ve mikrosatelit kararsizlik olmak tizere iki
mekanizmayla iliskilendirilmektedir (Miiller ve ark., 2016). Kromozom sayis1 silme,
cogaltma, yeniden diizenleme ve translokasyon gibi siiregleri etkileyen degisiklikler
kromozomal kararsizlik (CIN) ile iligkilidir. Mikrosatelit kararsizlik, uyumsuz DNA
onarimi (MMR) ve p53, MLH1 gibi timo6r baskilayici genlerin hipermetilasyonu

sonucu susturulmalart ile iligkilidir (Miiller ve ark., 2016).
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2.1.5 Kolorektal Kanser ve Beslenme iliskisi

Beslenme aligkanliklari, kolorektal kanser etiyolojisinde yer alan en o6nemli
cevresel risk faktoridiir (Migilore ve ark., 2010). Yiiksek miktarda iglenmis et ve
kirmiz1 et tiikketimi, yiiksek rafine karbonhidrat alimi ve diisiik sebze- meyve
tikketimine dayali beslenme aliskanliklarinin KRK ile dogru orantili iliskisi oldugu
belirtilmektedir (Haque ve ark., 2014). KRK ve anti-inflamatuar diyet bilesenleri;
posa, tekli doymamis yag asitleri (TDYA), ¢coklu doymamis yag asitleri (CDYA),
omega-3, omega- 6, B grubu vitaminleri, Cinko (Zn), Magnezyum (Mg), vitamin A,
vitamin C, vitamin D, folik asit ve polifenoller arasinda ters yonlii bir iligski vardir
(Thanikachalam ve Khan, 2019).

Posa; bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunan ve insan sindirim enzimleri
tarafindan sindirilemeyen polisakkarittir. Posa alim1 ve KRK arasindaki ters yonlii
iliskinin; digki kiitlesini artirmasi, gastro intestinal gecis siiresini kisaltmasi ve
kolonik fermentasyona bagli olusan KZYA (kisa zincirli yag asitleri)’ nin (biitirat,
asetat, propiyonat) etkilerinden ileri geldigi diistiniilmektedir (Song ve ark., 2015)
(Sekil 6). KZYA’ leri genetik- epigenetik diizenlemeler (histon deasetilaz
inhibisyonu, mMiRNA, Wnt sinyalizasyonunun baskilanmasi, anti-proliferatif
etkileri(p53, p21 aktivasyonu, hiicre dongiisliniin baskilanmasi, apoptoz) ve
immiinomudiilator etkileri (GPR43, GPR109a aktivasyonu, IL-10 ekspresyonu, Nf-
kB baskilanmasi) nedeni ile KRK riskinin disiiriilmesinde etkili olabilmektedir
(O’Keefe, 2018).

Islenmis etlerde bulunan N-nitrozo bilesikleri ve yiiksek 1sida pisirme, tiitsiileme
islemine bagli olusan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) kolorektal kanser
gelisimine katkida bulunan beslenme ile iliskili risk faktorleri arasindadir. Ayrica
kirmizi ette bulunan hem demir; endojen aminlerin olusumunu ve lipit
peroksidasyonunu katalize ederek pro- oksidatif etkiler olusmasina neden olmaktadir.
PAH, HAA (hetorsiklik aromatik aminler) ve N- nitroza bilesikler DNA hasarina ve
mutasyona neden olarak KRK gelisimine katkida bulunmaktadir (Turesky, 2018).
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Sekil 6: Kolorektal Kanser ve Beslenme iliskisi (Song ve ark., 2015) (DNA:
Deoksiriboniikleik asit, IGF-1: Insiilin benzeri biiyiime faktdrii 1/Insulin-like growth

! KRK

factor 1, DY: doymus yag, NOC: niikleoid okliizyon proteini/nucleoid occlusion
protein, OS: oksidatif stres, CLA: konjuge linoleik asit)

2.2 Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda mitoz boliinmeyle artan hiicre sayist ve hasarli veya
artik gereksinim duyulmayan hiicre sayisi arasinda homeostatik bir denge vardir
(D’Arcy, 2019). Bu dengeyi saglayan mekanizma hiicresel anormalliklerin tespit
edilmesi ile devreye giren apoptoz mekanizmasidir (D’Arcy, 2019). Apoptoz;
nematod Caenorhabditis elegans’ in normal gelisimi sirasinda somatik hiicrelerinin
bazilarinda meydana gelen programli hiicre 6liimii sonucu dikkatleri {iizerine
¢cekmistir (Ellis ve Horvits, 1986). Apoptoz; kaspaz (sistenil, aspartata Ozgii
proteazlar) olarak bilinen proteaz ailesi tarafindan regiile edilmektedir (Plati ve ark.,
2011). Programli hiicre 6liimii olarakta bilinen apoptozu yoneten kaspazlari; baslatict
kaspazlar (kaspaz-8, -9) ve sonlandirici kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) olmak iizere iki
gruba ayirmak miimkiindiir (D’Arcy, 2019). Sonlandirici kaspazlarin aktivasyonu
geri doniisiimsiiz bir sekilde endoniikleazlarin aktivasyonu, niiklear proteinlerin ve
hiicre iskeletinin yok edilmesini ve fagositik ligandlarin ekspresyonunu uyararak

hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasimi  indiiklemektedir  (Elmore, 2007,
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D’Arcy,2019). Apoptoz bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre disi sinyal yolagi tizerinde
aktiflesmektedir (Pistritto ve ark., 2016). Bu yolaklardan biri mitokondriyal yolak
olarak da bilinen intrinsik yolaktir, digeri ise Oliim reseptor yolagi olarakta bilinen
ekstrinsik yolaktir (Pistritto ve ark., 2016).

DNA hasari, onkogenlerin aktivasyonu, biiylime faktorlerinin yetersizligi veya
oksidanlarin varligi gibi durumlara yanit olarak intrinsik (mitokondriyal) apoptotik
yolak uyarilmaktadir. Mitokondriyal yolak BAX (Bcl iliskili X proteini) ve BAK
proteinlerinin oligemrizasyonu mitokondriyal membranin gegirgen hale gelmesine ve
membran i¢i ikinci mitokondri tiirevi kaspaz aktivatorii (SMAC) olan sitokrom- ¢’
nin membranlar arasi bosluga sizmasina neden olur. Sitokrom-c salinimi; sitokrom-
c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1(APAF-1), dATP ve pro- kaspaz — 9 ile
birlikte apoptozomu olusturur. Apoptozomun da yapisinda bulunan prokaspaz — 9’
un kaspaz — 9’ a ¢evrilmesi sonlandirici kaspazlarin (kaspaz — 3, -6 ve — 7)
uyarilmasini ve hiicre 6liimiiniin gergeklesmesini saglar (Pfeffer ve Singh,2018; Plati
ve ark., 2011) (Sekil 7).

Ektrinsik ya da 6liim ligand1 apoptotik yolakta yer alan ligandlar; Fas-ligand (Fas
— L) ve TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen liganttir (TRAIL). Ligandlarin reseptore
baglanmasi sitozolik kisimdaki 6liim bolgelerinin (FADD, TRADD) prokaspaz — 8
ve - 10’ a baglanmasina ve hiicre i¢i 6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC)
olusuma neden olur. DISC sonlandirici kaspazlar olan kaspaz — 3, - 6 ve - 7’ nin
aktiflesmesine ve hiicre 6liimiiniin tetiklenmesine neden olur (Pfeffer ve Sing, 2018;
Plati ve ark, 2011) (Sekil 7). Apoptozun intrinsik ve eksterinsik yolaklarina ek olarak
Performin/ granizm yolu da T- hiicre aracili sitotoksisite ve duyarlastirilmis CD8 +
antijen tasiyan hiicrelerin ortamdan uzaklastirildigi bir yolaktir. Sitotoksik T
lenfositleri  ekstrinsik  yolak ve Fasl/ FasR etkilesimi ile apoptozu

indiikleyebilmektedir (Elmore, 2007).
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Sekil 7: intrinsik ve Ekstrinsik Apoptoz Yolaklar1 (Plati ve ark., 2011) (DISC:
Oliime neden olan sinyallesme kompleksi/Death-inducing signaling complex,
FADD: Fas ile iligkili 6lim bolgesi proteini/ Fas-associated protein with death
domain, c-FLIP: Hiicresel FLICE inhibitor proteini/ cellular FLICE — inhibitory
protein, Bcl-2: B-hiicre lenfoma 2/ B- cell lymphoma 2).

Apoptoz; doku homeostazi, embriyonik gelisim ve immiin regiilasyonun
saglanmasi i¢in gerekli hiicre 6liim seklidir (Ranjan ve Iwakuna,2016). Malignan
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ve tiimdrogenezin baskilanmasi igin 6nemli olan
apoptozun azalmasi veya apoptoza karsi direng gelismesi karsinogeneze katkida
bulunan en 6nemli faktérdiir (Wong, 2011). Genel olarak pro- apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin bozulmus dengesi, azalmis kaspaz fonksiyonu ve bozulmus

O0lim reseptor sinyalizasyonu kanser hiicrelerinde goriilebilecek degisikliklerdir
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(Wong, 2011). Kanser gelisimine katkida bulunan apoptozla iliskili degisen

mekanizmalari su sekilde 6zetlenebilir;

e Azalmis 6liim reseptorii ekspresyonu
e Azalmis 6liim sinyalizasyonu
e Bozulmus Bcl-2 protein ailesi dengesi
o Anti — apoptotik proteinlerin artis1 (Bcl-2, Bcl- xL, Mcl-1, Bcl-w)
o Pro —apoptotik proteinlerin azalmasi (Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad,
Bax, Bak)
e p53 mutasyonu
e Kaspaz ekspresyonunda azalma

e Artmis IAPs (Apoptotik protein inhibitorii) ekspresyonu (Wong, 2011).

2.3 Eksozomal mikro — Riboniikleik Asitler (miRNAlar) ve Karsinogenez

Eksozomlar, tiim hiicre tipleri tarafindan saliman yaklagik 40- 150 nm
biiyiikliigiinde, endozom zarmin ice dogru keselesmesi ile olusan ve eksositoz
yoluyla salinan yapilardir (Kalluri, 2016; Hood ve ark., 2011). Kan, tiikriik idrar gibi
birgok viicut sivisinda bulunan eksozomlar hiicreler arasi iletisimi saglamaktadirlar
(Wong ve Chen, 2019). Fizyolojik olarak normal hiicrelerden de eksozom salinimi
olsa da enfeksiyon, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi patolojik durumlarda
salinimlari artmaktadir (Gonzalez ve ark., 2018). Eksozomlar koken aldiklar1 hiicre
ile benzerlik gostermektedirler ve RNA, DNA gibi hiicrenin bilinen tiim molekiiler
bilesenlerini igerebilmektedir (Kalluri, 2016) (Sekil 8). Eksozom igerigi hem
hiicreden hiicreye hem de hiicrenin durumuna gore farklilik gostermektedir. Farklh
hiicre kokenli eksozomlar ortak bazi proteinleri igermektedir; CD53, CD63, CD81 ve
CD86 tetraspanin molekiilleri 6ne ¢ikmaktadir. Eksozomlar ayrica MVB (multi
vezikiiler cisimcikler) olusumunda rol alan Alix, TSG101, Rab11, HSP70, HSP9O0,
Annexin | ve I, ICAM-1 proteinlerini de ifade etmektedir (Ersoz ve ark., 2016).
Miyofibroblastlardan salinan eksozomal miRNAlar (miR-21, miR-409) kanserli
hiicrenin invazyonunu, proliferasyonunu, kemo- direngliligini ve metabolizmasini

etkiledigi diisiiniilmektedir. Ayrica tagidiklart miRNAlar ile hiicre canliligi veya
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Olimii lizerine kontrol mekanizmalarmi diizenledigi bilinmektedir. Kanserli
hiicrelerden salinan eksozomlarda bulunan immiinmodiilator ajanlar (FasL, TGF- B,
galactin- 9, HSP72) araciligi ile kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagisini regiile

edebilirler (Pan ve ark., 2017).
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Sekil 8: Eksozomlarin Karsinogenetik Etkileri (Gonzalez ve ark., 2018) (MRNA:

mesajc1 ribontikleik asit, MHC: major histokompatibilite kompleksi, miRNA: mikro

riboniikleik asit).

Timorden tiiretilen eksozomlar, kanserlerin otokrin/parakrin indiiksiyonunu,
anjiyogenezin aktivasyonunu, bagisiklik sisteminin modiilasyonunu, stromal
hiicrelerin yeniden diizenlenmesini, ve metastazina katkida bulunan hiicre dis1
matriksin yeniden diizenlenmesini saglayarak kanserin ilerlemesine ve metastaz
yapmasint saglar. Timorden tiiretilmis eksozomlar, kanser hiicreleri arasinda
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (¢EGFR) vIII onkojenik reseptorii veya ZFASI
IncRNA" nin aktarimini saglayarak kanserin ilerlemesine neden olur. Ayrica
tetraspaninler veya mikroRNA (miRNA) kiimeleri gosteren timor kaynakl
eksozomlar endotel go¢iinii indiikler. Ek olarak tiimorden tiiretilmis eksozomlar, miR
-9, miR - 105 ve miR - 181c gibi miRNA' y1 kanserlerden normal fibroblastlara veya
vaskiiler endotelyal bariyerlere kadar ileterek kanser malignitesini arttirir. Ayrica,

integrinler timor kaynakli eksozomlar: spesifik farkli hedef organlara yonlendirerek
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metastatik organotropizme yol acar. Hiicre dist matriks yeniden modelleme
enzimlerinin verilmesi ile timor kaynakli eksozomlar kanser metastazina katkida

bulunur (Tai ve ark., 2018).

Metastaz kanser hiicresinin bazal membrandan kan damarlarina invazyonu ve kan
dolasiminda hayatta kalmayi, kan damarlarina migrasyonu ve son olarak
kolonizasyon ve biiylimeyi i¢eren ¢ok asamali bir siiregtir. miRNAlar RNA’ nin
dengesizlesmesine parcalanmasina ve kodlanmis proteinin azalmasina yol acan
kodlayict olmayan RNAlardir. miRNA lar eksozomlarin ana RNA bilesenidir. TDE
(timorden tiiretilmis eksozomlar) kanser hiicrelerinin diizensiz miRNA profilini
yansitir ve eksozomal aktarimlari aracilifiyla hedef hiicrelerin gen ekspresyonunu
etkileyerek pre- metastatik epigenetik degisikliklere neden olabilirler (Steinbicher ve
ark.,2017). Eksozomlarin kanser olusumu ve gelisimindeki rolleri, dolasimda, g6z
yasinda ve diger viicut sivilarinda bulunabilmelerinden dolay1 tani ve tedavide

kullanimlari yeni hedefler arasinda yer almaktadir (Wong ve Chen, 2019).

Diizensiz miRNA ekspresyonu tiimor supresér genlerin ve onkogenlerin
ekspresyonunu etkileyerek KRK gelismine ve metastazina katkida bulunmaktadir.
Ayrica, miRNA’larin diizeyindeki degisiklik KRK gelismi, metastazi, kemo-
direncliligi veya niiks etmesine katkida bulunma potasiyeline sahiptir. miRNA’ lar
eksozomlar araciligiyla tiimor hiicreleri ve tiimor mikro c¢evresi bilesenleri arasinda
dogrudan hiicre- hiicre sinyallesmesi veya parakrin sinyallesmeyi saglayarak
metastaz gelisimine katkida bulunmaktadir (Balacescu ve ark., 2018). miRNA’ lar
icin kargo gorevi {listlenen timor tiirevi eksozomlar metastatik nis gelisimi icin
gerekli adimlarin her birinde gorev almakta ve katkida bulunmaktadir (Hoshino ve
ark., 2016). KRK’ de miRNA’ larin epitelyal mezenkimal gegisle iliskili oldugundan
tani, tedavi yanit1 ve prognozda belirte¢ olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir

(J.Yiuve Y. Yiu ve ark., 2016).
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2.4 Hiicresel Yaslanma

DNA hasari, giiclii mitojenik sinyaller ve stres gibi onkojenik uyaranlara maruz
kalan hiicreler, hiicre dongiislinii geri doniigsiiz olarak durdurur, bu da hiicresel
yaslanma olarak tanimlanir. Hiicresel yaslanma tiimor baskilayici potansiyele sahiptir
ve p53/p21 ve p16INK4a/pRB dahil olmak tizere iki ana tiimor baskilayici tarafindan
kontrol edilmektedir. DNA hasar1 ve onkojenik sinyal, timor baskilama proteini
p53'in DDR (DNA hasar yaniti1) yolu aktivasyonuna neden olur. p53 hiicre dongiisii
kontrol noktasinin aktivasyonu iizerine, hasarl hiicreler béliinmeyi durdurur ve G1
veya G2 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasi meydana gelir. Ayrica, hiicrenin
koruyucusu olarak tanimlanan aktif p53, sikline bagh kinazlar (CDK'ler) inhibitorleri
olan pro- senesent proteinler p21 ve pl6'in asir1 ekspresyonunu indiikler (Pietrasik
ve ark., 2019). Siklinler, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinden sorumludur. Siklin
B1, hiicre dongiisiinde G2 fazindan M fazina gegiste dnemli bir rol oynar. Siklin
B1'in azalmis aktivitesi, G2 tutulmasi ve mitozun kesilmesi i¢in onemlidir. Niiklear
zarfta bulunan lamina ¢ekirdegin boyutunu, seklini ve stabilitesini korumaktadir.
Lamin A (Lamin A ve C) ve Lamin B (Lamin B1 ve B2) olmak iizere iki farkli tipte
lamin karakterize edilmistir. Embriyonik farklilagma ve hiicre hayatta kalmasi icin
lamin B gereklidir. Calismalar, yaslanan hiicrelerde Lamin B1 kaybinin meydana
geldigini gostermistir (Campisi, 2012; He ve Sharpless, 2017; Freund ve ark., 2012).
DDR (DNA hasar yanit1), p21, pl6 gibi sinklin bagimli kinaz inhibitorlerinin agir1
ekspresyonu, lizozomal protein olan senesens iliskili - galaktosidaz (SA-Pgal)
aktivitesindeki artis ve niiklear laminanin yapisal proteinlerinden olan Lamin B1’ in
azalmasi hiicresel yaslanmanin karakteristik 6zelikleri arasindadir (H. Segura ve ark.,

2018).
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Sekil 9: Hiicresel Yaslanmaya Genel Bakis (Calcinotto ve ark., 2019)(SASP:
senesens iliskili sekretuar fenotip, SMS: senesens mesajlasma sekretomu, DNA:

deoksiriboniikleik asit, B- gal: beta galaktosidoz).

2.5 Polifenoller

Polifenoller; bitkisel kaynakli besinlerin yapisinda bulunan kompleks kimyasal
yaptya sahip biyoaktif bilesenlerdir. Polifenollerin temel yapisini fenolik asit veya
fenolik alkolleri barindiran fenolik halkalar olusturmaktadir (Abbas ve ark., 2016).
Polifenoller igerdikleri fenolik halka sayisina ve bu halkalarin baglandigi yapisal
elementlere goére smiflandirilmaktadirlar. Sebze ve meyvelerde yaygin olarak
bulunan polifenoller glikozit, ester, polimer ve hidroksillenmis formda bulunurlar.
Polifenoller flavonoitler, fenolik asitler, stilbenler ve kurkuminoitler olarak
smiflandirilmaktadir (Santangelo ve ark. 2016) (Sekil 9).
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Sekil 10: Polifenollerin Siniflandirilmasi (Satangelo ve ark.,2016)

Diyetle alinan polifenollerin %5- 10’ u ince barsaklardan emilirken, emilemeyip
kolona gegen %90 — 95” lik kisim kolonik fermantasyona ugrayarak fizyolojik olarak
aktif metabolitlerine doniistirilir (Cordona ve ark., 2013). Polifenollerin anti-
oksidan, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-anjiyogenik ve apoptozu indiikleyici etkileri
sayesinde astim, hipertansiyon, kardiyo vaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet ve
enfeksiyonel hastaliklardan koruyucu potansiyel etkileri oldugu bilinmektedir (Lall
ve ark., 2015). Radyasyon veya kimyasal karsinojenlere bagli olusan serbest oksijen
radikalleri DNA hasarina ve mutasyona neden olarak karsinogenezi baglatic1 etkiye
neden olmaktadir. Polifenoller; serbest radikallerin karacigerde Faz I ve Faz II enzim
sistemi  araciligiyla detoksifiye edilmesini saglayarak anti-oksidan  etki

gostermektedir. Ayrica fenolik bilesikler apoptozu indiikleyerek ve Nf-kB yolagim
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baskilayarak kanser proliferasyonunu ve metastazini inhibe etmektedir (Kondratyuk
ve Pezzuto, 2004). Son yillarda kemo-preventif ve kemo-terdpatik etkileri nedeni ile

polifenoller anti-kanser ¢alismalarin giincel arastirma konusudur.

2.5.1 Kersetin ve Kersetinin Anti-Kanser Etkileri

Kersetin flavanoidlerin flavonol grubunda yer alan polifenolik bilesiktir. Sogan,
elma, cilek, brokoli, cay ve kirmiz1 sarap gibi sebze, meyve ve igeceklerde yaygin
olarak bulunan kersetin besinlerin i¢inde serbest (aglikon), karbonhidrat (kersetin
glikozid) veya alkole ( kersetin metil ester) bagli olarak da bulunabilmektedir (Massi
ve ark., 2017). Besin matriksi ve barsak biitinligii kersetin biyoyararlanimini ve
emilimini etkilemektedir. a- glikozillenme kersetin biyoyararlanimini artirmaktadir.
Dolasimda konjuge formda bulunan kersetin dekonjugasyon sonrasi metabolitleri
araciligiyla hedef hiicrelerde etki gdsterebilmektedir (Terao, 2017). Bati tarzi
diyetlerde giinliilk tahmini 3- 40 mg arast kersetin alimi oldugu, bu oranin yiiksek
sebze- meyve tiikketen toplumlarda 250 mg’ a kadar yiikselebilecegi diigiiniilmektedir
(Andres ve ark., 2018). Tablo 2’ de giinliik beslenmemizde yer alan bazi besinlerin

kersetin igerikleri verilmistir.

Kersetin katekol ve hidroksil grubu konfigiirasyonu sayesinde serbest radikalleri
temizleme ve metal iyonlarini baglama kapasitesi sayesinde giiclii bir antioksidan ve
lipit peroksidasyon inhibitériidiir (Andrea 2015; Khan ve ark., 2016). Kersetin COX-
2 enzimi ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonundan sorumlu niiklear factor
kabba B (Nf-kB) transkripsiyon faktoriinii baskilayarak anti- inflamatuar etki
gostermektedir. Kersetin MAPK, JAK- STAT, PI3K- Akt gibi karsinogenezde
onemli sinyal yolaklarini inhibe ederek anti-kanser etki gosterme potansiyeline
sahiptir. Ayrica kanser hiicrelerinde p53 aktivasyonunu indiikleyerek kanser
proliferasyonunu inhibe edici potansiyel etki gosterebilemektedir(Khan ve
ark.,2016).
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Sekil 11: Kersetinin Kimyasal Yapist (Massi ver ark., 2017)

Kersetin, hiicre zarin1 gegebilen ve kemo- prevensiyonda ¢oklu hiicre i¢i sinyal
yollaklar1 aktive edebilen bir lipofilik bilesiktir (Shafabakhsh ve Asemi, 2019).
Kersetinin bilinen en iyi etkileri pro-oksidan veya antioksidan olarak cift yonli islev
gormesidir. ROS tiirlerinin sebep oldugu oksidatif stres, DNA hasarina ve mutasyon
gelisimine neden olur. Mutasyonlar, malign timdor hiicrelerinin hiperplazi ve
proliferasyonunda etkilidir. Kersetin elektron alis- verisi yaparak ROS' u azaltabilir
ve boylece ROS aracili DNA hasarin1 onleyebilme potansiyeline sahiptir. Buna ek
olarak kersetin, sitotoksik ve pro-oksidatif etki gostererek apoptotik yollar
indiikleyebilmektedir (Shafabaksh ve Asemi, 2019;Khan ve ark., 2016).

Tablo 2: Bazi1 Besinlerin Kersetin Igerigi (mg/100 g) (Kim ve ark., 2019)

Besin Icerik
Sogan 11-41.90
Kirmiz1 Marul 40.27
Cay 2

Elma 2-5
Kiraz 1- 3
Domates 1,6
Brokoli 4.25
Kuskonmaz 7- 20
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Sekil 12: Kersetinin Saglik Uzerine Potansiyel Etkileri (Kim ve ark. , 2019)

Kersetin mitokondriyal membran potansiyelinde degisikliklere neden olarak
mitokondriyal apoptotik yolak araciligyla apoptozu indiikleme potansiyeline sahiptir.
Ayrica kersetin, p53'iin aktivasyonu, Bax, kaspaz- 3, kaspaz- 9 gibi pro- apoptotik
molekiillerin ekspresyonun artirilmasi1 ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin
inhibisyonu yoluyla da apoptozu indiiklemektedir (R.Farias ve C.Rozo, 2019;
Shafabakhsh ve Asemi, 2019) (Sekil 11). Kersetin hiicre dongiisiinde goérevli olan
siklin bagimli kinazlar ve siklin B1’ in inhibisyonunu saglayan inhibitorleri p21, p27
ve tiimor supresor gen olan p53’ {in ekspresyonunu artirarak hiicrenin G1 ve G2/M
fazinda dongiisiinii durdurmasini indiikleyerek kanser proliferasyonunu inhibe edici
potansiyel etki gosterir (Shafabakhsh ve Asemi, 2019). HSP'ler (Is1 sok proteinleri)
yara iyilesmesi, doku onarimi ve karsinogenez gibi stresli kosullarda arttig1 bilinen
proteinlerdir. Caligmalar, HSP'lerin, 6zellikle Hsp27' nin asir1 ekspresyonunun,

birgok kanser tiirlinde kotii prognoz ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Bu
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proteinler kanser hiicresi cogalmasini, istilasini, farklilasmasini, metastazini ve hiicre
olimiinii etkileyebilmektedir (D. Lianos ve ark., 2015; J. Gil ve ark., 2002). Kersetin
151 sok proteinlerinin indiiksiyonuna katkida bulunan kinazlar1 inhibe ederek protein
saperonlarin1 inaktive ettigi distiniilmektedir. Bu nedenle, Kkersetinin kanser
tedavisinde mevcut kemoterapilerle kombinasyon halinde destek olarak
uygulanabilecegi diisiiniilmektedir (Shafabakhsh ve Asemi, 2019).
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transformasycn
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Sekil 13: Kersetinin Anti-kanser Etkileri (Shafabakhsh ve Asemi, 2019)(Bid: BH3
etkilesimli 6liim bolgesi agonisti, Bad: Bcl-2 antagonisti, Bcl-2: B hiicre lenfoma 2,
Bcl-XL:B hiicre lenfoma ekstra biiyiik, STAT3:Sinyal transdiiseri ve transkripsiyon
aktivatérii 3,MMP-2: matriks metaloproteinaz protein- 2, UPA:Urokinaz tipi

plazminojen aktivatorii).

Kersetin intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarmi tetikleyerek  anti-
kanserojenik etki gdstermesinin yani sira karsinogenezde oOnemli rolleri olan

miRNAlarin ekspresyonunu da etkileyerek anti- kanser etki gosterebilme
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potansiyeline sahiptir. Kersetin hiicre yiizeyi TNF reseptorlerinden ve TRAIL
reseptOr 2 olarak da bilinen apoptotik sinyallerin transdiiksiyonundan sorumlu DR5’
i (Death Receptor 5- Oliim Reseptorii 5) , DNA hasarina karsi uyararak apoptozu
indiikleyen Spl (Spesifik Protein 1) transkripsiyon faktoriinii artirarak apoptozu
tetiklemektedir. Ayrica kersetinin onkogenik miRNA olan miR-21" i baskilarken
timor supresor etkisi olan miR-217 ve miR- 200b- 3p diizeylerini artirarak da anti-

karsinojenik etki gosterdigi Ongoriilmektedir (Farooqi ve ark., 2018) (Sekil 13).
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Sekil 14: Kersetinin miRNAlar {izerine etkileri (Farooqi ve ark., 2018) ( c-FLIP:
Hiicresel FLICE inhibitor proteini, Nf-kB: Niiklear faktor- kapa beta, miRNA: mikro
riboniikleik asit)
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Hiicre Kiiltiirii ve Optimizasyon

Bu ¢aligmada Colo-320 (ATCC: CCL-220.1) ve Colo-741 kolon (ECACC:
93052621) adenokarsinom hiicre dizileri kullanilmistir. -80°C den ¢ikartilan viyal
icinde bulunan hiicreler 37°C su banyosunda c¢ozdiiriildiikten sonra RPMI-1640
(Biochrom, FG 1215), %1 L- Glutamine (EMD Millipore, K0282), %10 FetalSigir
Serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-11B), %1 penisilin/streptomisin (Biochrom,
A2213), igeren ortamina alinarak ve 5 dk santrifiij yapildiktan sonra supernatant
atilmis ve hiicreler % 80 konfluensiye ulastiginda 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
0.5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat 37°C” de %5 CO, iceren
nemli ortamda kiiltiire edilmistir. Konfluent kiiltiirlenmis hiicreler, % 0.25 tripsin-
EDTA ¢ozeltisi (Biochrom, L 2143) kullanilarak alt kiiltiirlenmistir.

3.2 Kersetin Diliisyonunun Hazirlanmasi

Kersetin(2- (3,4-dihidroksifenil) -3, 5, 7- trihidroksi- 4H- 1- benzopiran- 4-
on, 3, 30, 40, 5, 6-pentahidroksiflavon; % 95 saf) (Sigma, Q4951) Dimetil Siilfoksit
(DMSO) (PanReac AppliChem) igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Deneyler igin
kullanilacak kersetin diliisyonu RPMI-1640 besiyeri ile yapilmistir. Protein analizi
icin yapilacak deneylerde kullanilacak kersetin dozu ve inkiibasyon siiresine karar
vermek i¢in bes farkli konsantrasyon (5, 10, 25, 50, 100 pg/ml) ve iki farkli
inkiibasyon siiresi (24 saat ve 48 saat) uygulanmuistir.

3.3 Hiicre Canlihig: ve Biiyiimesi

Hiicre canlilign analizi i¢in MTT (3- (4,5-di-metiltiyazol-2-il) -2,5
DifeniltetrazoliumBromid) (Biotium, # 30006) deneyi kullanilmistir. MTT suda
¢Oziinilir sar1 tetrasolium tuzdur. MTT deneyi, canli hiicrelerin tatrasolium tuzunu
oksidatif enzimleri tarafindan ¢oziinmeyen mor formozan Kristallerine
doniistiiriilmesine dayanmaktadir. Colo-320 ve Colo-741 kolon kanseri hiicreleri, 96

kuyucuklu plakalarda her oyukta 5 x 10? hiicre yogunlugunda 100 pl kiiltiir ortamu ile
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kiiltiirlenmistir. Hiicreler farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50, 100 pg/ml)
kersetinle (2- (3,4-dihidroksifenil) -3, 5, 7- trihidroksi- 4H- 1- benzopiran- 4- on, 3,
30, 40, 5, 6-pentahidroksiflavon; % 95 saf) (Sigma, Q4951) 24 saat ve 48 saat
stireyle inkiibe edilmistir. RPMI-1640 ile diliie edilmis kersetin ile muameleden
sonra, hiicreler 10 uL MTT ¢ozeltisi ile 4 saat siireyle 37°C'de % 5 CO, iginde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 200 pl DMSO (D8418, Sigma-Aldrich)
ilave edilmis ve absorbans, spektrofotometre ile (Versa max Molecular Devices,

Sunnyvale, ABD) 570 nm'de ol¢iilmiistiir. Tiim deneyler ticer kez yapilmastir.

3.4 Immiinositokimya

Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde Bax, Bcl-2, kaspaz 3, Hsp27, Lamin Bl,
pl6 ve siklin Bl'in dagilimlari, indirekt immiinoperoksidaz teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir. Hiicreler, 30 dakika boyunca 4°C'de fosfat tampon ¢dozeltisi
(Phosphate Buffer Saline, PBS) igerisinde %4 paraformaldehid (Sigma- Aldrich,
158127-25g) ile sabitlenmis ve PBS ile yikanmistir. Gegirgenlestirme igin, buz
tizerinde 15 dakika siireyle hiicreler tizerine % 0.01 Triton X-100 (Applichem
4L.003808) ilave edilmistir. Hiicreler PBS ile yikanmistir ve endojen peroksidaz
aktivitesi, oda sicakliginda %3 H,0 (Merck K31355100303) ile 10 dakika siireyle
inkiibe edilerek inhibe edilmistir. PBS ile 5 dakika boyunca ii¢ kez yikandiktan
sonra, oda sicakliginda 1 saat boyunca bloke edici ¢ozelti (Histostain-Plus, HRP,
859043, Thermo Fischer) ile inkiibe edilmistir, supernatant atilmistir ve birincil
antikorlar (anti-Bax: Santa Cruz, sc-526, anti-Bcl-2: Santa Cruz sc-7382, anti-kaspaz
3: Santa Cruz sc-98785, anti-Hsp27: Santa Cruz, sc-514178, anti-Lamin B1:
Proteintech 12987, anti-p16: Proteintech 10883 ve anti-siklin Bl: Santa Cruz sc-245)
ilave edilip ve gece boyunca 4°C' de inkiibe edilmistir. Yukaridaki gibi PBS ile
yikandiktan sonra, biyotinlenmis ikincil antikor (Histostain-Plus, HRP, 859043,
Thermo Fischer) ilave edilmistir ve 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra PBS
(x3) ile 5 dakika boyunca yikanmustir. Streptavidin- peroksidaz kompleksi, oda
sicakliginda 30 dakika stireyle hiicrelere ilave edilmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile
yikandi ve immiino- etiketlemeyi arttirmak i¢in 5 dakika boyunca diaminobenzidin
(DAB) (Scytec 36038) ile muamele edilmistir. DAB distile su ile yikanmistir ve
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hiicreler 5 dakika boyunca Mayer' in hematoksilin ¢ozeltisi(Bio Optica 1213) ile
karst boyanmistir. Distile su ile yikandiktan sonra, slaytlar montaj ortami(Merck
Millipore, 107961, Almanya) kullanilarak monte edilmistir. Tiim ornekler bir 1s1k
mikroskobu altinda incelenmistir (Olympus BX40, Tokyo, Japonya).

Bax, Bcl-2, kaspaz 3, Hsp27, Lamin B1, p16 ve siklin B1l'in boyanmasi da
asagidaki denklemle hesaplanan H-SCORE kullanilarak yar1 kantitatif olarak
derecelendirilmistir: H-SCORE = Xin (i + 1), denklemde yer alan i, 1, 2 veya 3
degeriyle (sirasiyla hafif, orta veya giiclii) boyanma yogunlugudur ve mn, her
yogunlukta boyanan hiicrelerin yiizdesidir ve % 0 ile % 100 arasinda degisiklik

gostermektedir.

3.5 TUNEL (Terminal Deoxynukleotidyl Transferase dUTP nick end

Labeling) Testi

TUNEL testi, apoptotik hiicreleri saptamak ig¢in bir Apoptoz Tespit Kiti
(Apoptag Plus Peroksidaz In Situ tespit kiti, S7101, Millipore, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Hiicreler, 30 dakika boyunca 4 ° C' de % 4 paraformaldehid ile
sabitlenmistir. Sabitlemeden sonra ii¢ kez PBS ile yikandi ve sonra % 3 Hx0 ile 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra, TdT enzimi
ilave edilmistir ve 1 saat 37 ° C' de inkiibe edilmistir. Daha sonra, oda sicakliginda
10 dakika boyunca durulama yikama tamponu ile ve daha sonra 5 dakika boyunca ii¢
kez PBS ile yikanmigtir. Hiicreler 45 dakika boyunca streptavidin- peroksidaz ile
inkiibe edilmistir ve PBS ile yikanmistir. Boyamay1 gorsellestirmek i¢cin DAB ile 5
dakika inkiibe edilmistir. Hicreler, inkiibasyondan sonra distile su ile yeniden

yikanmustir.

3.6 X-gal Boyama Protokolii

Hiicreler, oda sicakliginda 30 dakika siireyle PBS ve 2 mM MgCl, igerisinde
% 4 paraformaldehit ile sabitlenmistir. PBS ile yikadiktan sonra, 40 mM sitrik asit
(Likitkimya., 77-92-9), 150 mM sodyum kloriirb (Surechem, S0102 / R6), 5 mM
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potasyum ferro siyaniir (Surechem, S0102 / R6), 5 mM potasyum ferro siyaniir
(Surechem, S0102 / R6) igeren X-gal boyama tamponu ile boyandi. K4Fe (CN) 6,
Labshop41, 13746-66-2), 5 mM potasyum ferri siyaniir (K3Fe (CN) 6, Zag Chem.,
14459-95-1), 2 mMMgCI (Fluka, 63063), monobaz sodyum fosfat 2 (NaH2P04
(Merck, 10634) ve 1 mg / ml X-gal (C14H15BrCINNOG6, NZYtech, MB020501) ve
gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Ertesi giin boyama ¢ozeltisi aspire edildi ve
tampon ¢ozeltisi ile li¢ kez yikanmistir. Daha sonra hiicreler, Mayer'in hematoksili

ile boyandi ve bir kez distile su ile yikanmustir.

3.7 Eksozomal- mikro Riboniikleik Asit Analizi

Hiicrelerin vasatlar1 4°C' de 30 dk. Boyunca 1500xg santrifiij edildkten sonra
eksozom peleti elde edilmistir. Elde edilen eksozom peleti miCURY™ (Exigon
300102) eksozom izolasyon kiti kullanilarak qRT- PCR(Rotor- Gene Q) ile analiz

edilmistir.

3.8 Arastirma Yeri

Bu calismadaki tiim deneyler YDU- DESAM Hiicre Kiiltiirii ve MCBU

Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlar1’ nda yiirtitilmiistiir.

3.9 istatiksel Analiz

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Calisma
verileri GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki
farkliliklar, uygun olan durumlarda Iki Yénlii ANOVA( Two Way Analysis of
Variance, ANOVA) ve Mann-Whitney U ile istatistiksel olarak analiz edilmis, p

degeri <0,05'in altinda ise istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Canhlik Analizi Sonuclar:

Bu arastirmada; Colo-320 ve Colo-741 kolon adenokarsinom hiicrelerine, 24
ve 48 saat boyunca bes farkli (5, 10, 25, 50, 100 pg/ml) konsantrasyonda kersetin
uygulanmistir. Her iki hiicre hattinda hiicre biiylimesinin inhibisyonu i¢in etkili

dozun 48 saat boyunca 25 pg/ml kersetin oldugu belirlenmistir (Sekil 15).

Kersetin uygulamasi sonrasi

hitcrelerinin hitcre canhhg A Colo-741 hiicrelerinin hiicre canhh B
200 - ~ N 200
W Colo320 24n W Colo741 24h
== 1m0 Colo320 48h == 15 ColoT41 48h
b b
: T 1 : 100
F F
g ® = w0
T z x T
[

=

§ & F F 8
& &8

5 K

Kersetin Dozu

Sekil 15: Kersetinin kolon adenokarsinom hiicre dizilerinde hiicre canliligi
tizerindeki etkileri. A) Colo-320 hiicreleri ve B) Colo-741 hiicreleri MTT testi ile 24
saat ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda kersetin (5-100 pg / ml) uygulandi.

Kersetin; doza bagl olarak Colo-320 primer ve Colo-741 metastatik kolon
kanseri hiicrelerinin biiylime hizim1 azaltmistir (Sekil 16). Kersetin uygulamasi
sonrast Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde morfolojik ve kantitatif farkliliklar
gozlemlenmistir. Colo-320 hiicreleri yuvarlak, refraktil ve yari yapiskandir (Sekil
17A). Kersetin ile uygulandiktan sonra Colo-320 hiicre sayist azalmisg ve
morfolojileri biizigmiis ve daralmis sekillere dontismiistiir (Sekil 17B). Colo-741
hiicreleri, standart kiiltiir kosullarinda fibroblast benzeri hiicrelerdir (Sekil 17C). Bu
hiicrelerin de Kersetin ile uygulama sonrasi sekillerinin oval olarak degismis ve

sayilarinin azalmis oldugu belirlenmistir (Sekil 17D).
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Colo-320 24h
Colo-320 48h
Colo-741 24h
Colo-741 48h
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Sekil 16: Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri igin kersetin IC50 degerleri. Canlilik
analizi i¢in MTT analiz yontemi kullanildi. Hem Colo-741 hem de Colo-320
hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (5-100 pg/ml) Kkersetin
uygulandi.

Sekil 17: Ters mikroskop altinda goriintiilenen Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri: (A)
Colo-320 hiicreleri kontrol grubu, (B) kersetin uygulanan Colo-320 hiicreleri, (C)
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Colo-741 hiicreleri kontrol grubu, (D) kersetin uygulanan Colo -741 hiicre. Olgek
cubuklart = 100 pm.

4.2  Apoptoz ve Hiicresel Yaslanma ile Tlgili Proteinlerin immiinositokimyasal
Degerlendirmesi

Bu aragtirmanin sonuglari; Bax immiino boyama isleminin yogunlugunun,
kersetin uygulanan Colo-320 primer kolorektal kanser hiicre hattinda kuvvetli
oldugunu gostermektedir (Tablo 3). Ek olarak, kersetin uygulamasindan sonra Bax'
i  Colo-320 hiicre dizisindeki boyama yogunlugu kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel acidan anlamli artig gdstermistir (p <0.0001, Sekil 18A-18B, Tablo 4).
Bcl-2 igin ise immiino boyama; Kkersetin uygulanan Colo-320 hiicrelerinde zayiftir
(Tablo 3); boyama yogunlugu ise kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide daha diisiik
bulunmustur (p<0.0001, Sekil 18C-18D, Tablo 4).

Bu aragtirmada Kaspaz-3' iin dagilimi ve boyama yogunlugu agisindan,
kersetin uygulanan Colo-320 hiicreleri ile kontrol grubu arasinda fark olmadig
belirlenmistir (p> 0.05, Sekil 18E-18F, Tablo 3, Tablo 4). Hsp27' nin immiino
boyamasi, hem kontrol grubunda hem de kersetin uygulanan Colo-320 hiicrelerinde
giclidiir (Tablo 3). Ayrica, kersetin ile muamele edilen Colo-320 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla diisiik bir Hsp27 boyama yogunlugu tespit edilmistir, ancak
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p> 0.05, Sekil 18G-18H, Tablo 4).
Lamin BI" in kersetin uygulanan Colo-320 hiicrelerinde immiino boyama yogunlugu
ise orta yogunlukta belirlenmistir (Tablo 3). Lamin Bl'in immiinoreaktivitesi,
kersetin uygulanan Colo-320 hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
daha yiiksek bulunmustur (p = 0.0159, Sekil 181-18J, Tablo 4.). p16' nin immiino
boyamasi Colo-320 hiicrelerinde gliglidiir (Sekil 18K-18L). Ancak Kkersetin
uygulanan Colo-320'de p16' nin boyama yogunlugunun, kontrol grubuna gére daha
yiiksek oldugu saptanmistir, buna karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p> 0.05, Tablo 4). Arastirma sonuglari; Colo-320 kanser hiicre
dizisinde 48 saat kersetin inkiibasyonu sonrasi siklin B1 immiino boyamasinin zayif
oldugunu gostermektedir (Sekil 18M-18N, Tablo 3). Siklin B1'in boyama yogunlugu

ise, primer (Colo-320) kolorektal kanser hiicre dizilerinde kontrol grubuna kiyasla

37



artig gostermistir; ancak artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0.05,

Tablo 4).

Tablo 3. 48 saat boyunca 25 pg/ml kersetin ile muamele edilmis Colo-320 ve Colo-

741 hiicrelerinde Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, Lamin B1, p16 ve siklin B1 immiino-

etiketleme yogunlugu.

Colo 320 Colo-741

Kontrol Grubu  Kersetin Kontrol Grubu  Kersetin
Bax +/- +++ +++ 4+
Bcl-2 +/- + - +
Kaspaz-3 +++ ++++ +++ +4++
Hsp27 +++ +++ - +
Lamin B1 ++++ ++ ++++ F++
pl6 ++ +++ e+ ++
Siklin B1 - + - +
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Tablo 4. 48 saat boyunca 25 pg/ml kersetin ile muamele edilmis Colo-320 ve Colo-

741 hiicrelerinde Bax, Bcl-2, kaspaz-3, Hsp27, Lamin B1, p16 ve siklin B1 immiino-

etiketleme yogunlugu H-SCORE degerleri.

Colo 320

Colo-741

Kontrol Grubu

Kersetin

Kontrol grubu

Kersetin

Bax 203,33+4,08 293,93+13,38 194,43+23 .41 292,5+21,792
Bcl-2 247,12+£20 127,71+6,652 142,5+33 100+0
Kaspaz-3 307,57+14,44 307,51+15,36 275,17+£11,02 241,66+164,15°
Hsp27 266,91+23,39 258,99+48,94° 1000 126,78+31,06°
Lamin B1 286,71+£28.31 333,88+39,472 302,08+23,93 322,91+20,83
pl6 289,38+7,3 302,72+30,72 303,64+24,99 312,525
Siklin B1 124,53+£28.,4 153,31+12,5 100+0 131,55+22,58

Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi ve 2-Yo6nlit ANOVA ile karsilastirildi
a Veriler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli(p<0.05)

> Veriler, Colo-741 hiicre dizisi ile karsilastirildiginda anlamliyd: (p<0.05)
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Kontrol Grubu 25png/ml Kersetin

Bcl-2

Kaspaz -3

Hsp27

Sekil 18: Colo-320 hiicreleri 25 ug/ml kersetin uygulanan (B, D, F, H, J, L, N) ve
kontrol grubundaki (A, C, E, G, I, K, M) B1 (M, N); Bax (A, B), Bcl-2 (C, D),
Kaspaz-3 (E, F), Hsp27 (G, H), Lamin B1 (I, J), pl6 (K, L), siklin Bl
immiinoreaktivitesi. Olgek ¢ubuklari = 20pum.
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Lamin B1

pnl6

Siklin B1

Sekil 18:Colo-320 hiicreleri 25 ug/ml kersetin uygulanan (B, D, F, H, J, L, N) ve
kontrol grubundaki (A, C, E, G, I, K, M) B1 (M, N); Bax (A, B), Bcl-2 (C, D),
Kaspaz-3 (E, F), Hsp27 (G, H), Lamin B1 (I, J), pl6 (K, L), siklin Bl

immiinoreaktivitesi. Olgek cubuklar1 = 20pm.(devami)

Arastirma sonuglar; Bax immiino boyama igleminin yogunlugunun, kersetin
ile muamele edilen Colo-741 metastatik kolon kanseri hiicrelerinde gii¢lii oldugunu
gostermektedir (Tablo 3). Colo-741 hiicre ¢izgisindeki Bax' in boyama yogunlugu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kersetin uygulanan grupta anlamli olarak daha
yiksek saptanmistir (p <0.0001, Sekil 19A-19B). Bcl-2 igin immiino boyama,
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kersetin uygulanan Colo-741 hiicrelerinde zayiftir (Tablo 3). Bununla birlikte, Bcl-2'
nin boyama yogunlugunun, kersetin uygulanan Colo-741 hiicreleri ve kontrol grubu
arasinda farkli olmadigi saptanmistir (p> 0.05, Sekil 19C-19D, Tablo 4). Kaspaz-3'
iin boyama yogunlugu ise Kkersetin uygulanan Colo-741 hiicrelerinde; kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diistiktiir (p = 0,0243, Sekil 19E-19F, Tablo 4).
Hsp27' nin immiino boyama sonuglarmin ise Colo-741 hiicrelerinde zayif oldugu
goriilmektedir (Tablo 3). Tablo 4' te gosterildigi gibi, Hsp27 boyama yogunlugu
kersetin uygulanan Colo-741 hiicrelerinde kontrol grubuna gore daha gigliidiir,
ancak degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p> 0.05, Sekil 19G-19H,
Tablo 4).

Bu arastirmada; Lamin Bl' in immuno boyama yogunlugunun Kersetin
uygulanan Colo-741 hiicrelerinde giiclii oldugu gériilmiistiir(Tablo 3). Ote yandan,
Lamin B1 immiinoreaktivitesi kersetin uygulanan Colo-741 hiicrelerinde ve kontrol
grubunda benzerlik gostermistir (Sekil 191-19J). p16' nin immiino boyamasinin Colo-
741 hiicrelerinde orta derecede oldugu saptanmistir (Sekil 19K-19L). Kersetin ile
muamele edilen Colo-741 hiicrelerinde p16' nin boyama yogunlugu, kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur, ancak bu fark istatistiksel acidan anlamli
bulunmamustir (p> 0.05, Tablo 4). Siklin B1' in immiino boyamasinin ise kersetin ile
48 saat inkiibasyondan sonra Colo-741 hiicrelerinde zayif oldugu saptanmistir (Sekil
19M-19N, Tablo 3). Siklin B1l' in boyama yogunlugu, metastatik (Colo-741)
kolorektal kanser hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla artmistir; ancak artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir (p> 0.05, Tablo 4).
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Sekil 19: Colo-741 hiicreleri 25 ug/ml kersetin uygulanan (B, D, F, H, J, L, N) ve
kontrol grubundaki (A, C, E, G, I, K, M) B1 (M, N); Bax (A, B), Bcl-2 (C, D),
Kaspaz-3 (E, F), Hsp27 (G, H), Lamin B1 (I, J), pl6 (K, L), siklin Bl

immiinoreaktivitesi. Olgek cubuklar1 = 20p
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Sekil 19: Colo-741 hiicreleri 25 ug/ml kersetin uygulanan (B, D, F, H, J, L, N) ve
kontrol grubundaki (A, C, E, G, I, K, M) B1 (M, N); Bax (A, B), Bcl-2 (C, D),
Kaspaz-3 (E, F), Hsp27 (G, H), Lamin B1 (1, J), p16 (K, L), siklin B1

immiinoreaktivitesi. Olgek cubuklar1 = 20pm.(devami)

4.3 TUNEL Analiz Sonuglari

Bu arastirmada her iki hiicre hattinda da TUNEL analizi kullanilmustir.
Hiicreler 48 saat 25 ug/ml kersetin konsantrasyonu ile inkiibe edilmistir. Kersetin ile
muamele edilen Colo-741 hiicrelerinde, TUNEL pozitif hiicre sayis1 Colo-320
hiicrelerinden daha fazla oldugu saptanmustir (p <0.05, Sekil 20 A, C, Tablo 5).
Ayrica, kersetin uygulanan Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicre
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sayisi, her iki kontrol grubu ile karsilagtirildiginda oldukg¢a anlamli bulunmustur (p

<0.05, Sekil 6, Tablo 3).

Tablo 5. 48 saat 25 ug / ml konsantrasyonda kersetin uygulanan Colo-320 ve Colo-

741 hiicrelerinin TUNEL pozitif hiicrelerinin yiizdesi,

Kersetin Kontrol Grubu
Colo-320 28.27+ 25%° 2.88+ 1.079
hiicreleri
Colo-741 87.5 + 14.43% 37.5+14.43
hiicreleri

Veriler ortalama = SD olarak ifade edildi ve Mann-Whitney ile karsilastirildi.
®Veriler kontrol grubuna gére anlamliyd: (p <0.05)
®Veriler, Colo-741 hiicre dizisi ile karsilastirildiginda anlamliydi (p <0.05)

Kontrol Grubu 25ng/ml Kersetin

Cola320
-

Colo741

Sekil 20: TUNEL boyamasinin degerlendirilmesi: (A) Colo-320 kersetin uygulanan
hiicreler, (B) Colo-320 kontrol hiicreleri, (C) Colo-741 kersetin uygulanan hiicreler,
(D) Colo-741 kontrol hiicreleri. Kersetin uygulamasi sonrast TUNEL pozitif
hiicreler, metastatik kanser hiicre dizisi ile karsilastirildiginda primer kolon kanseri
hiicre dizisinde anlamli olarak daha fazla bulunmustur (p <0.05). Olgek cubuklari =

20pm.
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4.4 X- Gal Boyama Sonuclar

X-Gal boyama sonuglart ise; X-Gal pozitif hiicrelerin yilizdesinin kersetin
uygulanan Colo-320 ve Colo-741 kolon kanser hiicre dizilerinin her ikisinde de
kontrol grubuyla karsilastirildiginda artis gosterdigine isaret etmektedir, ancak bu
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p> 0.05, Sekil 21, Tablo 6).

Tablo 6. 48 saat 25 pg/ml konsantrasyonda kersetin uygulanan Colo-320 ve Colo-

741 hiicrelerinin X-Gal pozitif ylizdesinin kantitatif analizi.

Kersetin Kontrol grubu
Colo-320 19.09+ 8.67 11.97 £5.88
hiicreleri
Colo-741 66.67 = 28.87 58.33+134
hiicreleri

Veriler ortalama = SD olarak ifade edildi ve Mann-Whitney ile karsilastirildu.

Kontrol 25ng/ml
Grubu Kersetin
. B
&
3
S
C D
g %)
(=]
-]
o

Sekil 21: X-Gal boyamasinin degerlendirilmesi: (A) Colo-320 kersetin uygulanan
hiicreler, (B) Colo-320 kontrol hiicreleri, (C) Colo-741 uygulanan hiicreler, (D)
Colo-741 kontrol hiicreleri. Olgek ¢cubuklart = 20pm.
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4.5 [Eksozomal miRNA Analiz Sonuclari

Eksozomal total miRNA izolasyon sonuglari; miRNA konsantrasyonlarinin 48
saat boyunca 25ug/ml kersetin uygulama sonrasi Colo-320 primer ve Colo-741
metastatik kolon adenokarsinoma hiicrelerinde artis gosterdigine isaret etmektedir

ancak bu artisin istatistiksel agidan anlamli olmadigi saptanmustir (p>0,05, Tablo 7).

Tablo 7. 48 saat 25 pg/ml konsantrasyonda kersetin uygulanan Colo-320 ve Colo-

741 hiicrelerinin eksozomal miRNA izolasyon sonuglari

Kersetin Kontrol grubu
Colo-320 12,13 ng/ul 11 ng/ul
hiicreleri
Colo-741 15,15 ng/ul 11,88 ng/ul
hiicreleri
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5. TARTISMA

Son yillarda kemoterdpatik ilaglarin yan etkileri ve direng gelisimi
diisiiniildiiglinde besinlerin bilesiminde dogal olarak bulunan fitokimyasallarin anti-
kanser ve kemo-preventif etkileri kanser arastirmalarinin dikkat ¢eken konusu
olmustur (D’Andrea, 2015). Kersetin elma, sogan, cilek, kirmizi sarap ve g¢ayda
yaygin olarak bulunan flavanol grubu bir polifenoldiir. Kersetinin anti-mikrobiyal,
anti-inflamatuar, kardiyoprotektif, anti-kanserojen ve anti-oksidan etkileri giincel

arastirma konusudur (D’ Andrea, 2015).

Bu aragtirmada hem Colo-320 (primer) hem de Colo-741(metastatik) kolon
kanseri hiicre dizilerinde etkili dozun 48 saat boyunca 25 pg/ml oldugu
belirlenmistir. Farkli hiicre dizileri {izerinde yapilan deneysel ¢alismalar, kersetinin
doza ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre canliliginmi etkiledigini gostermistir
(J. Gil ve ark., 2002; Priyadarsini ve ark., 2010; Pan ve ark., 2015). Nitekim Langner
ve arkadaslar1 (Langer ve ark., 2016); HT-29 adenokarsinom hiicre dizisine 96 saat
boyunca 25 uM kersetin uygulamasinin, hiicre canlilig1 iizerinde bir etkisi oldugunu
gostermiglerdir. Srivastava ve arkadaslari (Srivastava ve ark., 2019) da, 72 saat
boyunca 25 uM kersetin uygulamasinin, HCT-116 insan kolon kanseri hiicre hattinda
hiicre canliligin1 etkiledigini bildirmistir. Khan ve arkadaslar1 (Khan ve ark., 2016)
ise, 24 saat boyunca 50 uM kersetin uygulamasinin HCT-116 hiicrelerinde hiicre

canliligint 6nemli 6l¢iide azalttigin1 géstermiglerdir.

Kanser, mutasyona ugramis hiicrelerin anormal ¢ogalmasi ile karakterizedir.
Kanser hiicreleri; proliferatif sinyalizasyonda kendi kendine yeterlilik, biiyiime
baskilayicilarindan ka¢inma, doku istilas1 ve metastazinin aktivasyonu, replikatif
olimsiizliik, siirekli anjiyogenez ve hiicre 6liimiine direnme gibi alt1 6zelligine bagh
olarak hizli bir sekilde gogalabilmektedir. Kanser tedavilerinde hiicre dongiisiiniin
durmasi ve apoptoz indiiklenirken, proliferasyonun baskilanmasi hedeflenmektedir
(Hanahan ve Weinberg, 2011). Hiicre sayilarinin kontrol edildigi homeostatik
mekanizma olan apoptoz, kanserde mutasyona ugrar. Apoptozda yer alan iki yol
vardir: o0lim ligandinin (TRAIL, FasL, DISC) aktivasyonu ile karakterize edilen
ekstrinsik yol ve mitokondriyal apoptotik sistemin aktivasyonu ile karakterize edilen
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intrinsik yol. Intrinsik apoptotik yol pro-apoptotik (Bax, Bad, Bim) ve anti-apoptotik
(Bcl-2, MCI 1) diizenleyiciler tarafindan regiile edilmektedir (Sever ve ark., 2015).

Bu ¢alismada kersetin tedavisini takiben Colo-320 primer kolon kanseri hiicre
hattinda Bax yogunlugu artmis ve Bcl-2 yogunlugu onemli Olgiide azalmistir.
Metastatik kolorektal kanser hiicre hattindaki Bax ve Bcl- 2 yogunluklarindaki
degisiklikler anlamli olmasa da, hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde
Bax/Bcl-2 oraninin artis géstermesinin Aljofanet ve arkadaslarinin ¢alismalarinda da
belirttigi gibi apoptotik yollaklar1 tetikledigi diisiiniilmektedir (Aljofen ve ark.,
2019). Ayrica istatiksel sonuglar kersetinin primer kanser hiicresindeki apoptotik
proteinler iizerinde daha biiyiik etkileri olabilecegini destekler niteliktedir. Kaspaz
kaskadmin (kaspaz-3,-6 ve -7) intrinsik veya ekstrinsik apoptotik yoldaki uyarilmasi
hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. Kaspaz - 3 aktivitesindeki artis p53' ten
bagimsiz apoptozun bir gostergesi olarak diisliniilmektedir (Kaiser ve ark., 2007).
Khorsendi ve arkadaglar1 (Khorsandi ve ark., 2017), MCF-7 primer meme kanseri
hiicre hattinda 48 saatlik 50 uM Kersetin tedavisinin Bax ekspresyonunu 6nemli
olglide artirdigini, Bel-2 ekspresyonunu dnemli 6l¢iide azalttigini gostermistir. Nie ve
arkadaglar1 (Nie ve ark., 2011), kersetinin apoptotik etkilerini inceledikleri HL- 60
insan 16semi kanseri hiicre dizisi ile yapmis olduklari ¢alismada 48 saat boyunca 50
uM kersetin uygulamasinin anti- apoptotik protein olan Bcl- 2 diizeylerini anlamli
bir sekilde azaltirken, pro- apoptotik protein olan Bax diizeylerini artirdigini
saptamistir. Wang ve arkadaglar1 (Wang ve ark., 2012), mide kanser hiicre dizisi ile
yirlittiikleri calismalarinda 24 saat boyunca 60 pmol/L kersetin uygulamasi
sonrasinda BGC- 823 hiicre dizisinde Bcl- 2 diizeylerinin diistiigiinii ve buna bagl
olarak degisen Bcl- 2/Bax oraminin mitokondriyal apoptotik yolagi tetikledigi
bildirilmektedir. Chan ve arkadaglarinin (Chan ve ark., 2013) yaptig1 bir ¢aligmada,
72 saat boyunca 5 uM Kkersetin uygulamasimin, H1299 metastatik akciger kanseri
hiicre hattinda kaspaz-3 aktivitesini arttigini belirlemislerdir. Benzer bir sekilde Seo
ve arkadaglari(Seo ve ark., 2016), BT- 474 meme kanser hiicre dizisi ile yapmis
olduklar1 ¢aligmada 24 saat boyunca 60uM kersetin uygulamasinin kaspaz- 8 ve
kaspaz- 3 diizeylerini arttirdigin1 saptamiglardir. Yapilan ¢alismada, hem Colo-320
hem de Colo-741 kolorektal kanser hiicre dizilerinde 48 saatlik 25 pg/ml kersetin

uygulamasindan sonra kaspaz - 3 yogunlugunda anlamli bir degisiklik olmamustir.
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Aragtirma sonugclari; kersetin uygulamasindan sonra Bax
immiinoreaktivitesinin arttigin1 gostermektedir. Bu sonug; apoptozun mitokondriyal
proteinlerin salinmasindan sonra tetiklendigini ve kaspaz-3 ekspresyonu ile kaspaz
kaskadin1 bloke etmeden Bax tarafindan aracilik edildigini gostermektedir. TUNEL
test sonuglar1 ise kersetin'in hem Colo-320 hem de Colo-741 hiicre hatlarinda etkili
oldugunu destekler niteliktedir. Kersetinin, hem primer hem de metastatik kolorektal
kanser hiicre hatlarinda kaspazdan bagimsiz yolaklar yoluyla apoptozu uyarabilecegi
distiniilmektedir. Is1  Sok Proteinleri (HSP' ler) protein katlanmasi ve
olgunlagmasindan sorumlu saperonlardir. HSP' lerin inhibisyonunun, metastaz ve
kotii prognoz tizerindeki etkileri nedeniyle kanser tedavisinde kritik bir rol oynadigi

diistiniilmektedir (Chatterjee ve Burns, 2017).

Bu arastirmanin sonuglari, hem kaspaz-3 hem de Hsp27 yogunlugunun, Colo-
320 primer hiicre hattinda Kersetin uygulamasi sonrasi kontrol grubundaki ile benzer
oldugunu gostermistir. Bu tutarsizligin, kullanilan doz, inkiibasyon siiresi ve hiicre
cizgisindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak Colo-741
metastatik kolon adenokarsinoma hiicre dizisinde Hsp27° nin kersetin uygulamasi
sonrast yogunlugunun onemli Olciide artarken, kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin
azaldigin1 gostermistir. Hsp27' nin pro- kaspaz- 3' iin kaspaz- 3' e donistimiinii
inhibe ettigi bilinmektedir (Chatterjee ve Burns, 2017). Colo-741 metastatik kolon
kanser hiicre hattinda kersetin tedavisinden sonra kaspaz- 3 yogunlugunun artmasi
beklenirken, azalmasinin Hsp27 aktivitesindeki artisla iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Joanna ve arkadaslar1 (Gil ve ark., 2013) kersetin uygulamasindan
sonra T98G glioblastom hiicre hattinda Hsp27 aktivitesinin anlamli derecede

azaldigin1 géstermislerdir.

Apoptoza ek olarak, hiicre dongilisii durmasimin kalict bir durumu olan
hiicresel yaslanma, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilanmasi i¢in bir baska olasi
mekanizmadir (Malavolta ve ark., 2014). Lamin B1 niiklear zarfta bulunan bir
proteindir. Hiicresel yaslanma olan hiicrelerde lamin B1 diizeyleri azalmaktadir
(Freund ve ark., 2012). Bu calisma sonuglarina gore, kersetin uygulamasindan sonra
Colo-741 metastatik kanser hiicre hattinda Lamin B1 immiinoreaktivitesinde anlaml

bir degisiklik olmazken, Colo-320 primer kolon kanseri hattinda anlamli bir artig
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gostermistir. Bu sonug, kersetinin hiicresel yaglanma tizerindeki etkisinin hiicre tipine
ve kokenine gore degisebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle Colo-741 gibi
metastatik kanser hiicreleri, apoptoz ve/veya hiicresel yaslanmaya primer kanser
hiicrelerinden daha direngli olabilecegi diisiiniilmektedir. Siklin bagimli kinazlar
(CDK) hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinden sorumludur. Siklin bagimli kinaz
inhibitorleri olan pl6 ve p21' deki artisin, hiicre dongiisiiniin durmasina neden
olabilecegi ve boylece kanserli hiicre proliferasyonunu Onleyebilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, pl6 ekspresyonundaki artis hiicresel yaslanmanin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Campisi, 2013). Bu ¢aligmada pl16 siddeti
anlamli olmasa da her iki kolorektal kanser hiicre hattinda artmistir. Ek olarak, x-gal
boyamasindan sonra elde edilen sonuglara gore hem Colo-320 hem de Colo-741
hiicre hatlarinda kersetin tedavisinden sonra hiicresel yaslanma durumunda olan
hiicreler tespit edilse de pozitif boyama sonuglari anlamli degildi. Kersetin
tedavisinden sonra hem Xx-gal pozitif hiicrelerde hem de pl16 yogunlugunda 6nemli
bir artis gozlemlemek icin inkiibasyon = siiresinin uzatilmasi  gerektigi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, kersetin tedavisinden sonra p16 disindaki hiicre

dongiisii inhibitorleri aktive edilmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Siklin BI, hiicre dongiisiiniin G2 fazindan M fazina gegisinde dnemli bir role
sahiptir ve azalmis siklin B1 ekspresyonu, G2/M gecisinde gecikmeye katkida
bulunmaktadir (Campisi, 2013). Liu ve arkadaslarina (Liu ve ark., 2017) gore, U251
glioblastom hiicre hattinda 30 pg/ml kersetin ile 48 saat tedavi sonrasinda G2/M
fazinda  hiicre = dongilisi =~ durduruldugu  saptanmistir.  Catanzaro  ve
arkadaglari(Cantanzaro ve ark., 2015), ovaryum kanseri (SKOV3) ve osteo sarkoma
kanser (U20S) hiicre dizileri ile yapmis olduklari ¢caligmada 48 saat boyunca S0uM
kersetin uygulamasinin hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda gerekli olan siklin Bl
diizeylerini azalttigin1 ancak bu farkin her iki hiicre dizisinde de anlamli olmadigini
saptamiglardir. Bu aragtirmanin sonuglari; bu bulgunun aksine, 48 saatlik 25 pg/ml
kuersetin tedavisinden sonra Colo-320 ve Colo-741 hiicre dizilerinin her ikisinde de
siklin B1'in immiinositokimyasal boyama yogunlugunda anlamli olmasa da hafif bir
artig oldugunu gostermektedir. Bu sonug, kersetinin kolon kanseri hiicre dizilerinde

hiicre dongiisiiniin durulmasi yerine apoptozu tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Kersetinin neden oldugu azalmis mitokondriyal potansiyel ve pro- oksidatif
durum, kanser hiicrelerinde apoptotik sinyal yollarini tetiklemektedir (Pietrasik ve
ark., 2013). Ote yandan, kanser hiicresi pro- oksidatif duruma adapte olabilir ve
hiicre  dongiisii  organizasyonundan sorumlu proteinlerin  ekspresyonunu
artirabilmektedir. Bu nedenle, kanser hiicresi tedaviye bagli yaslanmaya karsi
direngli olabilecegi diisiiniilmektedir (Gibellini ve ark., 2010).

miRNAlar yaklagik 18-25 baz igeren kisa, kodlanmayan tek RNA iplik¢ikleri
olarak tanimlanmaktadir. miRNAlar gen ekspresyonunun post- transkripsiyonel
modiilasyonunu etkileyebilmektedir. miRNAlar birden fazla gen ekspresyonunu
modiile ederek hiicre fenotipini etkileyebilmektedir. Bu etkilerinden dolay1 son
yillarda oOzellikle kanserle ilgili yapilan aragtirmalarda incelenmektedir. Ayrica
eksozomal kargolama sayesinde dolagima katilabilmelerinden dolayr kanser
metastazi icinde onemli islevleri oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalar bazi
miRNA tiirlerinin spesifik timor tipleri ile iligkili olabilecegini ortaya koymustur
(Dostal ve Modriansky, 2019). Ornegin miR- 15 ve miR- 16 pro- apoptotik Bcl- 2 ve
COX- 2 kodlayan genleri hedef alarak kolon kanserde tiimor baskilayici etki
gosterebilmektedir. Ote yandan miR- 17 ve miR- 92 gibi mikro riboniikleotidler
akciger kanserinde hipoksi ile indiiklenebilir faktdr 1o’ y1 hedef alarak onkogen gibi
davranabilmektedirler (Kordkheyli ve ark., 2019). Li ve arkadaslar1 (Li ve ark.,
2013), 789- O renal kanser hiicre dizisiyle yaptiklari ¢alismada 24 saat boyunca
kersetin-hiperosid (1:1 oraninda) farkli dozlarda uygulamasmin (0-20pg/ml)
apoptozu tetiklemesinin yani sira miRNA- 27a diizeylerini azalttigi saptanmistir.
Kersetin’ in kolorektal kanserlerde onkogenik etki gosteren miR- 27a diizeylerini
azaltici, timor baskilayici etki yapan miR- 146a diizeylerini artirict potansiyel etkisi
oldugu belirtilmektedir (Kim ve ark., 2019). Insan papilloma viriis iliskili
endoservikal adeno karsinoma tip 18 (Tca8113) hiicre dizisi ile farkli kersetin
konsantrasyonlar1 ile yiiriittikleri caligmada 48 saat boyunca 50 uM kersetin
uygulamasinin miR-22 diizeylerini artirdigi gosterilmistir. miR-22 ekspresyonunun
Whnt/ B- katenin yolagini inhibe ederek apoptozu tetikledigi ortaya konmustur (Zhang
ve ark., 2019). VK21E6E7 ve End1/E6E7 endo servikal kanser hiicre dizileri ile
yapilan ¢alismada 20 uM kersetin uygulamasinin VK2/E6E7 hiicre dizisinde hiicre
dongiistiniin G1 fazinda gerekli olan siklin D1’ in inhibitorii olan miR-6867-5p, miR-
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1283, miR3202, miR3714 ve miR503-5p diizeylerini anlamli bir sekilde artirarak
proliferasyonu ve hiicre biiyiimesini inhibe ettigi saptanmistir (Park ve ark., 2018).
Bu arastirmanin sonuglari;; miRNA konsantrsyonlarinin Colo-320 primer kolon
kanser hiicre dizisinde artarken, Colo-741 metastatik kolon kanser hiicre dizisinde
azadigin1 gostermektedir. 48 saat boyunca 25ug/ml kersetin uygulamasi sonrasi
Colo-320 ve Colo-741 kolon kanser hiicre dizilerinde meydana gelen total miRNA

konsantrasyon farki da anlamli bulunmamustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirmanin sonuglari; kersetinin doza ve inkiibasyon siiresine bagli
olarak hem primer hem de metastatik kolon kanser hiicrelerinin canliligin1 azalttigini
gostermektedir. Kersetin tedavisinden sonra artan pro- apoptotik protein Bax
immiinoreaktivitesi her iki hiicre hattinda da anlamli bulunmustur, ancak anti-
apoptotik protein Bcl- 2' nin immiinoreaktivitesindeki azalma sadece Colo-320
primer hiicre hattinda anlamli belirlenmistir. Bu sonuclar, kersetinin apoptoz
tizerindeki etkisinin primer ve metastatik kanser hiicrelerinde farklilik
gosterebilecegi hipotezini desteklemektedir. Ayrica, bu arastirmanin sonuglarina gore
kersetinin hiicre dongiisiinii kontrol etmekten sorumlu olan p16, Lamin B1 ve siklin
B1 immiinoaktivitelerinin arttirdigi gozlemlenmistir. Bu da kersetin uygulamasinin
hem primer hem de metastatik kolon kanser hiicre dizilerinde hiicresel yaslanmay1
etkilendigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, hem p16 hem de lamin Bl'in artan
immiinoreaktivitesi, hiicresel yaslanmaya iliskin bir sonucu destekler nitelikte
bulunmamistir. Bu, kolorektal kanser hiicrelerinde hiicresel yaslanmanin
tetiklendigini gosterebilir, ancak kalan canli hiicrelerin apoptozdan ve dormansiden
kagmis olabilecegini diisiindirmektedir. Ek olarak, Hsp27 yaslanmaya karsi bir
savunma mekanizmasi ve kanser hiicresinin pro- oksidatif durumuna bir cevap olarak

artmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Her iki hiicre hattinda da (Colo-320 ve Colo-741 kolon adenokarsinom hiicre
dizisi) kersetin uygulamasi sonrasinda miRNA konsantrasyonlar1 degisiklik gosterse
de sonuglar anlamli bulunmamistir. Polifenolik bilesiklerin eksozomal miRNA
konsantrasyonlari {izerine etkilerinin ortaya konabilmesi i¢in kanser tipi ile spesifik
etkilesimi olabilen onkogenik ve/veya tiimor baskilayict miRNAlarin analizleri

birlikte degerlendirilmelidir.

Sonug olarak, kersetinin her iki kolon kanser hiicre dizisinde apoptozu ve
hiicresel yaslanmay1 etkiledigi goriilmiistiir. Bu nedenle, kersetinin kemoterapotik bir
ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecegi diisliniilmektedir. Bu ¢alisma
kersetinin anti- kanser etkilerinin arastirilacagi ¢alismalara 11k tutabilir, bir rehber

olabilir. Kersetinin apoptoz, hiicresel yaslanma ve eksozomal miRNA
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konsantrasyonlar1 iizerindeki etkileri, farkli kanser hiicre dizilerinde, daha uzun
inkiibasyon siiresi ile arastirilmaya devam edilmelidir. Polifenolik bir bilesik olan
kersetinin anti kanser etkileri in vivo deneysel kanser modelleri ve klinik ¢aligmalarla

giiclendirilmeli ve daha genis kapsamli arastirilmalidir.
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Ozet

Eolon kansen, kansere bagh &lim nedenlen arazinda figiincii sirada ver almaktadr. Mutasyona ugram; kolon ve rektum
hiicrelennin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi kolorektzl kanserine neden olmaktadwr. Diyetle alman besinlerde bulunan
bilesiklenn kanseri dnlemede wve tedavisine yardimer olabilecefi disimilmektedir. Kersetin apti-mflamatuar ve anfi-
karsmejenik etkl gdsteren; sofan, elma, fiziim, vaban mersin, twunggiller, maydanoz ve diger yesl vaprakli sebzeler miba
birgok sebze ve meyvede yaygin olarak bulinan flavanol grubu br fitckimyasaldr Yapmuy oldugumuz ¢absmada primer
(Colo-320) ve metastahk (Colo-T41) kelon kansen biere hatlannda kersetimm hiicresel yaglanma ve apoptoz mekamzmas
fzernne etkilennin incelenmesi hedeflenmistir. Hiere canhlhif MTT analiz yéntemi ile, hiicresel sag kalim ve élimi 1se
Bax, Bel-2, kaspaz-3, Lamin Bl, pl6, siklm Bl mdirekt immunopercksidaz yontemi ile incelenmztir. MTT analizi sonras
hiicre bityiimesini inhibe eden etkili doz ve mnkibasyon siresi her tki hiiere hath i¢in 48 saat 25pg/ml olarak behrlenmustir.
Eersetin tedavisi sonras: pro-zpopototik profemn olan Bax immmoreaktivitesi Colo-320 ve Cole-741 kolon kanser hiicre
hatlannda anlamh bir sekilde artmustw. Aneak anfi-apoptotik protem olan Bel-2 mmunoreaktivites: sadece primer (Colo-
320) kolon kanser hiicre hatimda anlamh bir ekilde azalmigtw. Apoptotik profemnlere ek olarak hitcresel yaglanmada etkih
Lamin Bl, pl6 ve siklin B] gibi proteinlerin seviyelerinde de degiziklik oldugu saptanmushr. Elde edilen venler sonucunda,
kersetinin apoptoz ve hiicresel yvaglanma fizerne etkilerinin oldugu ancak bu etkimn primer veya metastatik kanser hicre
tipine gére farkhilik gésterebilecefi ortaya konmusgtur.

Anahtar kelimeler: kersetin, apoptoz, hiicresel yaslanma, kolon kanseri
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Abstract

Background: Quercetin is a flavonol from the flavonoid group of polyphenols which positively affects
human health due to its anti-cancer, anti-inflammatory, anti-microbial and cardioprotective effects.
The effects of phenolic compounds, including quercetin, on programmed cell death and cellular
senescence have been the subject of research in recent years.

Objective: In this study, we aimed to investigate the effects of quercetin on cell viability, apoptosis
and cellular senescence in primary (Colo-320) and metastatic (Colo-741) colon adenacarcinoma cell
lines.

Methods: Cytotoxicity was analyzed via MTT assay in Colo-320 and Colo-741 cell lines. After
quercetin treatment, cellular senescence and apoptosis were evaluated by TUNEL staining, X-Gal
staining and indirect peroxidase technique for immunocytachemical analysis of related proteins such
as Bax, Bcl-2, caspase-3, Hsp27, Lamin B1, p16, cyclin BL.

Results: The effective dose for inhibition of cell growth in both cell lines was determined to be
25pg/ml quercetin for 48 hours. Increased Bax immunoreactivity following quercetin treatment was
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