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OZET

Kolorektal kanser (CRC); 6zellikle son yillarda tiim diinyada, sindirim sistemine ait en
yaygin malignitelerinden biri haline gelmistir. CRC’de primer tiimdrden ayrilan
hiicrelerin kan veya lenf yolu ile bir bagka organa giderek yerlesmesi ve cogalmasi
olarak tanimlanan metastaz kanser hastalarinda yasami en ¢ok tehdit eden olaydir ve
oliimlerin de %90’ nindan sorumludur. Bu nedenle, metastatik siirecin altinda yatan
mekanizmalar1 anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmek 6nem tasimaktadir.

Hiicre membranlarinda eksprese olan voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC),
malignitenin goriildiigii yliksek metastatik kanser hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edildikleri saptanmistir. Prostat, meme, akciger gibi kanserlerde yapilan in vitro ve in
vivo ¢alismalarda, VGSC lerin baz1 ilag veya ajanlarla bloke edilmesi ile, metastaza
neden olan hiicre hareketinin (invazyon ve migrasyonun) baskilanabilecegi
gosterilmistir.

Giintimiizde bazi hastaliklarin polifenoller gibi dogal bilesiklerle tedavisi alternatif ve
komplementer tedavi arastirma alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Polifenollerden
resveratrol, lizim, kirmiz1 sarap, dut gibi bitkilerde bulunur. Resveratrol'iin, kanser
progresyonunun baslamasi, gelismesi ve ilerlemesinde etkili oldugu bilinmektedir.

Bu ¢alismada resveratrolun (RSV), kolon kanserinde ekspresyonu artan Nav1l.5 VGSC
tizerindeki roliinii; farkli metastatik 6zellikteki SW620 ve HT29 hiicrelerinin apoptoz,
koloni, migrasyon ve invazyonlar1 ile metastatik davraniglarinin in vitro olarak
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Bu amag ig¢in, RSV’ nin SW620 ve HT29 hiicrelerinin
proliferasyonlart MTT yontemi ile, apoptoz ve koloni olusumlar1 arastirilmis ve
migrasyon iizerindeki etkileri i¢in yara analizi ve matrigel ile transvers invasyon
metodlar1 kullanilmigtir. Hiicre proliferasyonu tizerinde toksik etki gostermeyen 0.5 pM
ve 1 uM RSV konsantrasyonlar: ile siirdiiriilen ¢alismalarda 1 uM RSV’nin koloni
olusumunu inhibe ettigi, hiicre migrasyon ve invasyonu iizerinde, sodyum kanal blokeri
TTX seviyesinde inhibisyona neden oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak RSV’nin,
VGSC’leri inhibe ederek, kolon kanseri metastazinin azaltilmasinda etken bir dogal

bilesik olabilecegi in vitro olarak belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: RSV, kolon kanser hiicreleri (HT29 ve SW620) , Nav 1.5 VGSC,
migrasyon, invazyon, apoptoz.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) especially in recent years has become one of the most common
malignancies of the digestive system all over the world. In CRC, metastasis, which is
defined as the cells leaving the primary tumor by moving to another organ through the
blood or lymphatic route and multiplying, is the most life-threatening event in cancer
patients and is responsible for 90% of deaths. Therefore, it is important to understand
the mechanisms underlying the metastatic process and develop treatment strategies.

It was found that voltage-gated sodium channels (VGSC) are expressed in cell
membranes and are highly expressed in metastatic cancer cells with malignancy. In vitro
and in vivo studies in cancers such as prostate, breast, and lung have shown that, by
blocking VGSCs with some drugs or agents, cell movement (invasion and migration)
that causing metastasis can be suppressed.

Today, the treatment of some diseases with natural compounds such as polyphenols has
an important place in the field of research. Resveratrol, one of the polyphenols, is found
in plants such as grapes, red wine, and mulberry. Resveratrol is known to be effective in
the initiation, promotion and progression of cancer development.

The aim of this study was to evaluate the role of resveratrol (RSV) on Navl.5 VGSC,
whose expression is increased in colon cancer, by in vitro evaluating the apoptosis,
colony, migration and invasion of metastatic behavior of SW620 and HT29 cells that
have different metastatic properties. For this purpose, effect of RSV on SW620 and
HT29 cell proliferation were investigated by MTT method, its effect on apoptosis and
colony formation, its effect on migration by wound healing analysis and its effect on
invasion by matrigel analysis methods were used. The studies carried out with 0.5 uM
and 1 uM RSV concentrations, which do not have a toxic effect on cell proliferation. It
was determined that 1 uM RSV inhibited colony formation and caused inhibition of cell
migration and invasion as the sodium channel blocker TTX level. As a result, it has been
determined that RSV may be an effective natural compound in reducing colon cancer
metastasis by in vitro inhibiting VGSCs.

Keywords: RSV, colon cancer cells (HT29 and SW620), Nav 1.5 VGSC, migration,

invasion, apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser, hiicre fonksiyonlarinda rol alan genlerdeki genetik degisiklikler sonucu olusan
ve kontrolsiiz hiicre biiyliimesine yol agan genetik bir hastalik olarak tanimlanir
(Byerley, 2022). Hanahan ve Weinberg (2000) baslangicta kanser hiicrelerinin
proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmek, biiylime baskilayicilardan kag¢inmak, hiicre
Oliimiine direng, replikatif 6liimsiizliigii etkinlestirme, anjiyogenezi indiikleme, invazyon
ve metastaz yetenekleri alt1 ayirt edici 6zelligini stniflandirmis ancak daha sonra bunlara
dort farkli 6zellik daha eklemislerdir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Metastaz, kanserde
primer tiimorden ayrilan hiicrelerin kan veya lenf yoluyla baska bir organa giderek
yerlesmesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanir ve kanser hastalarinda 6liimlerin %90 neden
olmaktadir (Djamgoz v.d., 2014; Fairhurst v.d., 2014; Koltai, 2015). Bu nedenle
kanserdeki metastaz mekanizmasini anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmek biiyiik
onem tasimaktadir (Redig ve McAllister, 2013). Metastaz, hiicrenin epitelyal-
mezenkimal gec¢isi olarak tanimlanan mekanizma ile baslar ve bdylece hiicrelerin
invazyon ve baska bolgelere migrasyon yetenekleri artar (Djamgoz v.d., 2014; Fairhurst
v.d., 2014; Koltai, 2015).

Kolorektal kanser (CRC), kalin bagirsak olarak da bilinen kolonda ve/veya kolonu aniise
baglayan gecis yolu olan rektumda meydana gelen kanserdir. Heterojen bir hastaliktir ve
ortaya ¢ikmasi igin fazla sayida yila ve farkli yollara ihtiyaci vardir (Kuipers v.d., 2015).
Kanser, diinyadaki 6liimlerde ikinci sirada yer alirken Diinya Saglik Orgiitii'ne gore
CRC, 2020 yilinda yeni kanser vakalarinin %10'unundan sorumlu oldugu kanserden
Oliimlerin ise tglincli nedeni oldugu saptanmistir (Sung v.d., 2021). Tirkiye’de de
niifusun artmasiyla birlikte CRC vakalar1 giderek artmaktadir. Tirkiye’deki yeni
kolorektal kanser vaka sayisi toplam kanser vakalarinin %9 oldugu tespit edilmistir
(Thanikachalam ve Khan, 2019). CRC ailesel (kalitsal) yada sporadik olabilecegi gibi,
riski artiran yas, 1k, cinsiyet, iltthapli bagirsak hastaliklari, ailesel kolorektal kanser
sendromu gibi bir¢ok faktér vardir. CRC, polip olusumuna yol agan genetik ve
epigenetik dengesizlik nedeniyle kolon veya rektumun i¢ tabakasinda anormal ¢ogalmis

hiicrelerin  birikmesidir (Kuipers v.d., 2015). CRC tipik olarak 6nce iyi huylu
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prekanserdz poliplerle baglar ve ilerleyen asamalarda prekanserdz polipler iki farkl
kanser6z poliplere degisebilir bunlar; adenomatdz ve tirtikli (serrated) poliplerdir
(Simon, 2016; Crockett ve Nagtegaal, 2019). CRC’da hastalarin yaklasik %251 teshis
esnasinda metastatik hastaliga sahiptir. Hematojen veya peritoneal yayilimla ile CRC
karaciger, akciger ve peritona metastaz yapmaktadir (Riihimaki v.d., 2016; Pretzsch
v.d., 2019).

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz normal olarak tiim hiicre tiplerinde meydana
gelmektedir (Atay v.d., 2021). Apoptoz, intrinsik (mitokondriyal yol) veya extrinsik
(6lim reseptorii yolu) yollar olarak farkli yollarla meydana gelebilmektedir (Wong
2011; Pfeffer ve Singh, 2018). Ancak CRC dahil olmak {iizere, kanser hiicrelerinin
apoptozdan kagmalarini saglayan bir¢ok mekanizma bulunmakta ve kanser hiicresi bu

yollart kullanarak yasamini siirdiirebilmektedir (Wong 2011, Atay v.d., 2021).

Hiicrenin bir dizi fizyolojik siirecini kontrol eden hiicre membranlarindaki iyon kanallar
temel transmembran protein grubudur. Iyon kanallarindaki genetik ya da edinsel
bozukluklar, kanalopatik hastaliklar baslig1 altinda siniflandirilmaktadir (Petkov, 2009;
Preverskaya v.d., 2010, 2018). Bunlardan voltaj kapili sodyum iyon kanallar1 (VGSC),
iyon kanallarindan elektrokimyasal gradyanlarina gecisine gore smiflandirilir ve
membran potansiyeline gore acilip kapanan bir transmembran protein kompleksidir (Yi
ve Jan, 2002; Resta ve Baccheti, 2010; Ruiz ve Kraus, 2015; Wand v.d., 2017). Son
yirmi yilda giderek artan sayidaki caligma ile elde edilen birgok in vitro ve in vivo kanit
VGSC’lerin, kanalopatik hastaliklarin yani sira, metastatik kanserdeki roliinii ortaya
koymustur (Grimes v.d., 1995; Fraser v.d., 2003; Djamgoz ve Onkal, 2013; Horne v.d.,
2021).

SCNS5A tarafindan kodlanan VGSC alt tipi Nav1.5, kalp kasinda eksprese edilmektedir.
Kanser hiicrelerinde ise aNav1.5 insan yetiskin izoformundan ¢ok nNaV1.5 neonatal
isoformu ile karsilasilir. Nav1.5'in kanserdeki yapisal farkliligi, olan bu nNavl1.5 kanali
gibi VGSC lerin metastatik kanserler igin terapotik bir hedef olabilecegi ve bu hipotez
cercevesinde bazi ilaglarin ve dogal bilesiklerin gelistirilmesine yol acgabilecegi
belirtilmektedir (Djamgoz ve Onkal, 2013; Koltai, 2015; Horne v.d., 2021; Lopez-
Charcas v.d., 2023).



Giliniimiizde komplementer veya alternatif tedavilerde hastaliklarin polifenoller gibi
dogal bilesiklerle tedavisi 6nemli bir yere sahiptir. Resveratrol (RSV) (3,5,4-
trihidroksistilben) flavonoid olmayan bir polifenolik fitoaleksindir. Bitkilerde stilben
sentaz enzimi yardimiyla ¢evresel kosullara tepki olarak tiretilen bir stilbenoiddir. 1997
yilinda Jung ve arkadaslart RSV’nin kemo onleyici 6zelliklerini ilk kez kesfederek,
RSV’nin kanser progresyonunun baslama, gelisme ve ilerlemesinde anti-6zelliklere
sahip oldugunu gostermislerdir. Buna ek olarak, RSV’nin antioksidan, antiinflamatuar,
antidiyabetik ve noroprotektif aktiviteye sahip oldugu da kanitlanmistir (Baxter, 2008;
Abdur Rauf v.d., 2017).

Bu calismada; kanser metastazinin ana basamaklarindan migrasyon ve invazyonda
ekspresyonu artan VGSC’lerin sorumlu oldugunun in vitro ve in vivo ¢alismalarla
ortaya konulmus olmasi ve bazi kanal blokerlerinin bu VGSC’leri bloke ederek, kanser
hiicrelerinin hareketlerini baskilamasi temel fikrinden yola ¢ikarak, ¢esitli bitkilerde
yiiksek oranda bulunan dogal polifenol RSV nin, kolon kanserinde ekspresyonu artan
nNavl.5 VGSC iizerindeki roliinii; ilk olarak yiiksek (SW620) ve diisik (HT29)
metastatik hiicrelerin proliferasyonlarin1 ve apoptotik 6zelliklerinin yani sira koloni,
migrasyon Ve invazyon olusumu metodlartyla in vitro olarak belirlemek amaglanmstir.
Boylece, dogal polifenol RSV nin, anti-metastatik potansiyele olan etkilerini saptayarak,
kolon kanseri metastazina kars1 yeni bir tedavi protokoliiniin gelistirilmesine katkida

bulunmak hedeflenmistir.



2. GENEL KISIMLAR:
2.1. Kanser

Kanserin tanimi MO 3000 yilina kadar uzanmaktadir. O giinlerde Misirlilar “Edwin
Smith Papyrus” adli tip kitaplarinda bazi tiimor vakalarini tanimlamuslardir. Kanser ilk
olarak Yunan Hekim ve tibbin babasi “Hipokrat” (MO 460-370) tarafindan yengece
benzetilerek, “carcinos” olarak adlandirilmistir. Romali doktor Celsus (MO 25- MS 50),
tarafindan yengecin latince karsili§i olan “cancer” terimi ile ifade edilmistir. Daha
sonralari, Galen (MS 130-200) ise, timorleri tamimlamak i¢in Yunanca’daki oncos
(sislik) kelimesini esas almis ve sonralari, kanserlerin tan1 ve tedavisini tanimlamada

onkoloji terimi kullanilmaya baslamigtir (Mandal, 2019).

Kanser, hiicre fonksiyonlarinda rol oynayan genlerdeki genetik degisiklikler sonucu
olusan ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol agan bir hastaliktir. Karsinogenez olarak
adlandirilan normal bir hiicrenin kanserli hiicreye doniisme siirecinde meydana gelen
genetik degisiklikler kalitsal olabilecegi gibi farkli karsinojenlere de bagh
olabilmektedir. Karsinojenler, kanserin baslamasina ve daha sonra ilerlemesine yol agan
farkli endojen ve eksojen faktorlerdir (Sekil 2.1) (Byerley, 2022).

Radiation
Chemical Virus )
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hitiation  /\ 0] rogressmn etastasis
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Sekil 2. 1: Bir hiicrenin ¢ok basamakli karsinogenez siireci (Byerley, 2022).

Endojen faktorler, viicudumuzda dogrudan veya dolayli olarak DNA hasarina neden
olabilen faktorlerdir. Bircok endojen faktdrden yas, kanser igin en biiyiik risk faktorii

olarak kabul edilmektedir. Testosteron ve Ostrojen gibi hormonlar da endojen



faktorlerdendir ve meme prostat kanserlerine neden olmak tadirlar. Endojen hormonlar,
eksojen faktorler tarafindan indiiklenebilmekle birlikte, viicuttaki bazi aktiviteler ve
reaksiyonlar da kanser gelisiminde rol oynayan bu hormonlarin asir1 iiretimine yol
acabilmektedir. Pek ¢ok kanit genetik ve kalitsal faktorlerin kansere neden olmadaki
roliinii desteklenmistir. Ornegin kolon kanseri gelisme riski; birinci derece akrabasi
kolon kanseri olan kisilerde kolon kanseri geligsme riski, akrabasi olmayan kisilere gore

ti¢ kat daha fazladir (Baba ve Catoi, 2007; Tubbs ve Nussenzweig, 2017).

Eksojen faktorler, ¢evresel faktorlerdir ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik karsinojenler
olarak gruplanabilmektedir. Fiziksel karsinojenler iyonlastirict ve iyonlastirici olmayan
radyasyonlar olarak ikiye ayrilir. Ultraviyole radyasyonu, 151k radyasyonu ve kizilGtesi
radyasyon gibi iyonlastirici olmayan radyasyonlarin yaninda, beta 1sinlari, fotonlar, X
isinlart ve Gama 1sinlart iyonlastirici radyasyonlardir. Her iki tip radyasyon da hiicre
niikkleusunu, kromozomlar1 (delesyonlar, translokasyonlar) ve DNA’yr (timin
peroksidasyonu, zincir seviyesinde fosforlanmig bir bagin kopmasi ve bir veya iki
filamentin kirilmasi) etkileyebilir. Sitoplazmada ise, enzimatik molekiillerin yikimindan
sonra metabolizmayr durdurarak veya mitokondri ve lizozom membranlarini
degistirerek etkileyebilir. Bu biyolojik degisiklikler hiicrede mutasyonlarin olusmasina
ve dolayistyla metaplastik, displastik degisikliklere ve hatta tiimdr proliferasyonuna yol

a¢cmaktadir (Baba ve Catoi, 2007; Wo v.d., 2018).

Kimyasal faktorler, kimyasal maddenin etki mekanizmasma gore {ii¢ kategoride
siiflandirilabilir, birincisi, organizmada Onceden bir metabolik aktivasyon olmadan
kanseri tetikleyebilen nitrozaminler ve epoksitler gibi etkili karsinojenlerdir. Ikincisi,
onceki bir metabolik aktivasyondan sonra aktif hale gelen aromatik aminler ve iiretan
gibi prokarsinojenler ve son olarak da, diger maddelerin karsinojen etkisini artirabilen
ancak tek baslarina uygulandiklarinda kansere neden olmayan kimyasal maddeler olan
ko-kanserojenlerdir (Baba ve Catoi , 2007; Wo v.d., 2018).

Biyolojik Kkarsinojenler olarak, Pteridium aquilinum gibi bazi bitkiler, bitki fenolleri,
alkaliodler ve reserpin gibi bitkisel {iriinler, aflatoksinler gibi toksinler, bazi bocekler,

Epstein Barr viriisii, Bovine Leukosis virisl, papilloma viriisleri, Hepatit B ve C viriisii



ile insan immiin yetmezlik viriisii gibi baz1 viriisler ve Helicobacter pylori gibi bazi
bakteriler sayilabilmektedir (Baba ve Catoi, 2007; Das v.d., 2020)

Genetik degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda, tiimor baskilayict genlerin  (TSG)
inaktivasyonu ve proto onkogenlerin aktivasyonu ile onkogenlerin aktif hale gegmesi
karsinogeneze destek vermekte preneoplastik hiicrelerin neoplastik hiicrelere
doniismesine ve dolayisiyla kanserin ilerlemesine yol agmaktadir (Baba ve Catoi, 2007;

Byerley, 2020; Kontomanolis v.d., 2020).

Proto onkogenler, normal hiicre proliferasyonunun diizenini saglayan bir grup gendir.
Proto onkogenlerde degisiklikler meydana geldiginde, aktive olur ve onkogen olarak
adlandirilir, boylece normal islevi degisir. Bu degisiklikler, RAS proto onkogeninde
meydana gelen nokta mutasyonu gibi proto onkogenlerin yapisint etkileyen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ayrica Myc genlerinde oldugu gibi genlerin
amplifikasyonu veya translokasyonuna bagli olabilmektedir. Onkogenler, yapisal ve
islevsel olarak farkli proteinlerin ekspresyonuna yol acar, bu durum da hiicrelerin
normal biiyiimesinin kaybolmasina ve dolayisiyla tiimor olusmasina yol agmaktadir.
Bugiine kadar yaklasik 60 onkogen tanimlanmistir. Tablo 2.1°de baz1 onkogen 6rnekleri,
bu onkogenlerin aktivasyon mekanizmalar1 ile hangi kanserle iliskili olduklar

verilmistir (Cooper, 2000; Kontomanolis v.d., 2020).

Bazi onkogenler viral kaynakli olabilir ve bunlara viral onkogenler denir. Viral
onkogenler ilk olarak 1970 yilinda Src protein-tirozin kinaz kodlayan src genini tagiyan
Rous Sarcoma Viriisii kesfedilmistir (Vogt, 2012). Onkojenik viriisler, hiicreleri cogaltip
yok ederek basit enfeksiyonlara neden olabilmekte veya hiicrelerin biyokimyasal,
morfolojik, fizyolojik ozelliklerini degistirerek, karsinojenezi tesvik edebilmektedir.
Onkojenik viriis, karsinojenezi tetiklemek amaciyla Pi3K/AKT/mTor, MAPK, Notch,
WNT/B-katenin ve NF-kB gibi farkli sinyal yollarmi etkilemekte diizenlenmektedir.
Calismalarda belirlendigi gibi, tiim insan kanserlerinin yaklasik %15-20’si onkojenik
viriislerden kaynaklanmaktadir. (Cooper, 2000; Varmus v.d., 2005; Krump ve You,
2018; Kontomanolis v.d., 2020).



Tablo 2. 1 Onkogenlerin aktivasyon mekanizmalar: ve iliskili oldugu kanser tipleri.

Onkogenler Aktivasyon Mekanizmasi Kanser Tiirii
abl Translokasyon Losemi
Bcl-2 Translokasyon B Hiicreli Lenfoma
L Meme ve Yumurtalik
erbB-2 Amplifikasyon )
Kanserleri
rasH Nokta Mutasyonu Tiroid Kanseri
Kolon, akciger, pankreas ve
rasK Nokta Mutasyonu o )
tiroid kanserleri
Akut miyeloid ve lenfositik
rasN Nokta Mutasyonu
16semiler, tiroid karsinomu
ret DNA yeniden diizenlemesi Tiroid kanseri
EGFR Mutasyon Glioblastom
c-myc Amplifikasyon Meme ve Akciger Kanserleri
L-myc Amplifikasyon Akciger kanseri

TSG’ler, hiicre dongisiiniin ilerlemesinde ve durdurulmasinda, apoptozun
uyarilmasinda, DNA’nin onarilmasinda, hiicre ¢ogalmasinin engellenmesinde, mitojenik
yolun engellenmesinde invazyon ve metastazin engellenmesinde rol oynayan proteinleri
kodlayan biiyiik bir gen grubudur (Tablo 2.2) (Joyce v.d., 2021). TSG’lerin islev kayb1

veya inaktivasyonu sonucunda hiicrenin kanser hiicresine doniismesine neden olurlar.



Tablo 2. 2. Timor baskilayict genler, ve hiicredeki aktiviteleri.

Retinoblastoma (RB) Hiicre Dongiisiiniin Y6neticisi' olarak da adlandirilan RB geni.

TP53 “Genomun Koruyucusu” olarak bilinir

sinyal yollarinin hedefini negatif olarak diizenleyen bir lipid

PTEN) Gen fosfatazi kodlar
CDH1 (E-cadherin) Temas inhibisyonu olarak bir rol oynar
NF1ve NF2 RAS'n negatif diizenleyicisi
BRCA 1, BRCA 2, PARP-1 DNA kiriklarinin onarimi
APC WNT sinyal yolunu diizenler.
CDKN2A Iki tiimor baskilayici proteini, p16/INK4a ve ARF'yi kodlar
WT1 Transkripsiyonel diizenleme
Hedgehog sinyal yolunu negatif olarak diizenleyen proteini
PTCH1 gehog siyal'y g yen p
kodlar
VHL Bir ubiquitin ligazin bir bilesenini kodlar

Normal bir hiicre kanser hiicresi haline geldiginde, hiicre membraninin sekli, bozulur,
mikroskopta c¢ikintili  (kabarciklar) ve kaba kromatinli diizensiz niikleusluy,
organizasyonu bozulmus hiicre kitlesi seklinde goriiliir. Hanahan ve Weinberg 2000
yilinda, kanser hiicreleri igin ayirt edici altt 6zellik tanimlamistir (Sekil 2.2). Bunlar;
devam eden proliferatif sinyaller kanser hiicreleri ¢ogalma sinyallerini farkli yollardan
stirdiirebilirler. Otokrin proliferatif stimiilasyona yol agan biiylime faktorii ligandlari
iiretirler. Biiylime faktorleriyle desteklemek iizere stromadaki normal hiicreleri uyarirlar.
Ayrica bazi insan timorlerinde bazi somatik mutasyonlar biliylime faktori
reseptorlerinin aktivasyonuna da yol agmaktadir. Biiyiime baskilayicilardan ka¢cmak,
TSG'ler tiimor hiicrelerinin ¢gogalmasint olumsuz etkiler, tiimdr hiicreleri ise, genetik ve
epigenetik mekanizmalar ile bu etkilerden kurtulmaya caligirlar. Hiicre o6liimiine
diren¢/apoptoz, tiimér hiicreleri pro apoptotik proteini (Bax ve Bak) baskilayabilir,

anti-apoptotik proteinleri (Bcl) aktive edebilir, hasari tanimlayacak TP53 ortadan



kaldirabilir veya transkripsiyonel, translasyonel ve translasyon sonras1 modifikasyonlar
yapabilirler ve boylece apoptozdan kagabilirler. Replikatif 6liimsiizliigii etkinlestirme,
kanser hiicreleri, telomerik DNA daki tekrar segmentlerini ekleme ve telomer
uzunlugunu koruma yetenegine sahiptir. Bununla apoptoz veya yaslanmadan da kacarak,
proliferatif aktiviteye devam ederler. Anjiyogenezin indiiklenmesi, timor hiicreleri
daha fazla besin ve oksijene ihtiya¢ duyarlar. Ayrica metabolik atiklardan ve CO,’den
kurtulmalart gerekir. Anjiyojenik faktorlerin {iretimini tetikleyerek, yeni kan
damarlarinin olusumu igin endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarirlar. invazyon ve
metastaz aktivasyonu, Timor hiicreleri istila ve yabanci doku mikro-ortamlarini
kolonize etmek lizere invazyon Ve migrasyon igeren ¢ok asamali bir siire¢ metastatik

kaskad1 gerceklestirirler (Hanahan ve Weinberg; 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUppressors

Inducing Activating
angiogenesis and me

Enabling replicative
immortality

Sekil 2. 2. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg; 2011).



Hanahan ve Weinberg 2011 yilinda kanser hiicrelerinin bagisiklik yikimindan kagma ve
hiicresel metabolizmay1 daha fazla enerji liretmek icin diizenleme, tiimdrle iligkili bir
inflamatuar yanita aracilik etme ile genom kararsizligi ve mutasyonunu ilerletme

yetenegi seklinde dort 6zellik daha eklemistir (Sekil 2.3).

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Sekil 2. 3. Kanserin ayirt edici 6zelliklerine eklenenler (Hanahan ve Weinberg; 2011).

Kanser tedavisi degiskenlik gostermekte, hatta son zamanlarda bireysel tedaviler dikkati
cekmektedir. Tedavide tiimoriin tipi, timoriin evresi ve ne kadar ilerlemis oldugu,
metastaz yapip yapmadigi gibi, birgok faktor 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bazi kanser
hastalarina tek tip tedavi uygulanirken, diger hastalara iki veya daha fazla sayidaki
tedavinin kombinasyonu kullanilir (Sekil 2.4). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiyi
iceren konvansiyonel (geleneksel) kanser tedavisinin kanser iizerinde énemli derecede
bir etkisi olmasina ragmen, Ozgiillik tasimamasi, ila¢ direnci gelistirmesi nedeniyle
sinirhidir. Giinlimiizde immiinoterapi, kok hiicre tedavisi, nanoteknoloji ilaglar gibi

gelismis ve yenilik¢i tedaviler, kanser tedavisinde daha fazla kullanilmaktadir. Tiim bu
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yontemlere ragmen, onkoloji daha giivenli ve etkili kanser ilaglarinin gelistirilmesine

odaklanmaktadir (Debela v.d., 2021).

Radyasyon
Tedavisi

Kok Hiicre Nakli Ameliyat BRI Yopehk
Tedavi

Sekil 2. 4. Kanser tedavisi tiirleri.

2.2. Metastaz

Kanserde primer timorden ayrilan hiicrelerin kan veya lenf yolu ile bir bagka organa
giderek yerlesmesi ve gogalmasi olarak tanimlanan metastaz, kanser hastalarinda yasami
en ¢ok tehdit eden olaydir ve dliimlerin de yaklasik %90 nindan sorumludur (Djamgoz
v.d., 2014; Fairhurst v.d., 2014; Koltai, 2015). Dolayisiyla, metastatik siirecin altinda
yatan mekanizmalar1 anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmek ozellikle sag kalimi

artirmak i¢in biliylik 6nem tasimaktadir (Redig ve McAllister, 2013).
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Metastaz olusumunda 6zellikle hiicrelerin epitelden mezenkimale gegisi (EMT) onemli
bir adimdir (Sekil 2.5). Epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniismesi, boylece
hiicrelerin invazyon ve migrasyona gitme yani hareket yetenegini kazandig: bir siiregtir.
Ayrica EMT, kanserin kemoterapiye direnci bakimindan da 6nemli bir faktor olarak
bilinmektedir. Hiicre-hiicre baglantilarinin kaybiyla baslayan EMT de, ekstraselular
matriksten sinyaller ve sitokin, hepatosit biiyiime faktorii (HGF), epidermal biiyiime
faktorii (EGF) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii p (TGFB) gibi biiylime faktorlerinin
salgilanmasi1 ile, genetik degisimler baslamaktadir. Meydana gelen bu degisimler,
hiicrenin baglant1 protein olan okludin, claudin ve ZO gibi, hiicrelerin siki baglanti
proteinlerinin kaybina neden olmaktadir (Sekil 2.5) (Martin v.d., 2013).

Genlerde meydana gelen daha fazla degisiklik, adezyon baglantisinda 6nemli bir protein
olan E-kadherinin kaybina, mezenkimal belirteclerden biri olan N-kadherinin
ekspresyonuna, B-katenin up regiilasyonu ve niikleer lokalizasyonuna, desmoplakin gibi
dezmozomal bilesenlerin ekspresyonunda azalmayir ve gap junction kaybina sebep
olmaktadir. EMT'nin ilerlemesi ile Slug, Snail ve Twist gibi onemli transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu, matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) gibi hiicre dis1 matriks
bozulmalarina yol agan proteinlerin ekspresyonu, integrin ekspresyonunun kaybi yoluyla
hiicre matriks etkilesiminin kaybi ve CD44 proteininin asir1 ekspresyona neden olur
(Martin v.d., 2013).

Metastazin ileri asamalarinda mezenkimal hiicreler, mezenkimalden epitele gecis (MET)
olarak bilinen bir doniisiim ile yeniden epitel hiicrelerine geri de donebilmektedir. Bu
siiregte  hiicrelerde mezenkimal belirtegler kaybolarak, hiicreler yeniden eski
ozelliklerine geri donmektedir. Bu durum metastatik hiicrelerin kolonizasyonunda biiyiik

onem tagimaktadir ( Martin v.d., 2013).
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Sekil 2. 5. Epitelyal ve mezenkimal fenotip 6zellikleriyle EMT/MET doniisiimiiniin
mekanizmalar1 (Martin v.d., 2013).

EMT olusumu ve ECM ayrigsmasi/bozulmasi, tiimor hiicrelerinin invasyona baglamasi
icin 6nemli adimlardir. Adhezyonu azalan hiicreler, 6zellikleri degismis olan ECM ve
stromadan gecerek lenf veya kan dolagimina “intravazasyon” ile girmektedir (Sekil 2.6)
Intravazasyon bilyiime faktorlerinin yardimi ile damarlardaki endotel hiicrelerinin
arasindan tiimor hiicrelerinin filopodyumlari ile ge¢mesi seklinde olmasinin yani sira
pasif gecis olarak tanimlanan bir diger yol ile de gerceklesmektedir. Pasif gegiste tiimor
hiicreleri pasif itme ve ¢ekme kuvvetleriyle dolasim sistemine intravasyon
yapmaktadirlar. Bir gram tiimérden damar sistemine her giin 1-4 x 10° hiicre girdigi
tahmin edilmektedir. Dolasim sistemine intravazyon yapan kanser hiicreleri, tek hiicre

veya hiicre kiimeleri olarak aktif veya pasif mekanizmalarla hareket etmektedir ve
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embolus adin1 alir. Bu embolus sadece tiimor hiicreleri arasinda olusuyorsa, homotipik
ozelliklere sahiptir. Ancak embolus, timor hiicreleri ile 16kosit, trombosit veya
fibrinlerin de katilmi ile meydana gelirse, heterotipik 6zelliklere sahiptir (Welch ve
Hurst, 2019).
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Sekil 2. 6. Metastatik Kaskad (Valastyan ve Weinberg, 2011).

Dolasimdaki bazi tiimor hiicreleri, karmasik bir siire¢ sonrasinda hedef bolgeye
ekstravasyon yapmaktadir. Tiimor hiicrelerinin migrasyonu ve ekstravazasyonu birgok
kemokin ve sitokin tarafindan yonlendirilmektedir. Timor hiicrelerinin  dolasim
sisteminden ayrilmasi i¢in endotel hiicrelerine yapigmalarina yardimer olan selektinler,
integrinler, kaderin ve immiinoglobulin (Ig) siiper ailesi reseptorleri gibi ligandlart ve
reseptorleri eksprese etmektedir. Timor hiicrelerinin  endotelden gegebilmesi igin
endotel hiicreleri arasinda meydana gelen siki baglantiyr bozmasi gerekirki, bu islem

transendotelyal migrasyon olarak adlandirilmaktadir (Reymond v.d., 2013).
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Metastazin meydana gelecegi mikro-ortam metastatik nis olarak adlandirilmakta ve
timor hiicrelerinin gelmesinden Once bile, bir pre-metastatik nis olugmaktadir. Pre-
metastatik nisin baglatilmasinda tiiretilmis eksozomlar, mikro vezikiiller, biiyiik
onkozomlar ve tiimor hiicreleri (sitokinler ve kemokinler) tarafindan iiretilen inflamatuar
faktorler gibi primer timor kaynakli bilesenler, metastatik nisin olusumunda rol
almaktadir. Timor hiicreleri ile ¢evre bilesenleri arasindaki baglanti, tiimoriin tipine ve
olustugu yere gore farkli mekanizmalarla gergeklesmektedir. Pre-metastatik nis olusumu
ayn1 zamanda, kemik iligi kaynakli hiicrelere, inflamatuar sitokinlere, biiyiime
faktorlerine ve ikincil mikro ortamin yeniden sekillenmesinde rol oynayan
proanjiyojenik molekiilleri salgilayan diger bagisiklik hiicrelerine ihtiya¢ duymaktadir.
Buna ek olarak, metastatik tiimor hiicrelerinin kolonizasyonunu ve biiylimesini
hizlandirabilen fibroblast, endotel hiicreleri ve bunlarin bilesenleri dahil olmak iizere

konakg1 stromal hiicreler metastatik nisteki 6nemli faktorlerdir (Liu ve Cao, 2016).

Pre-metastatik nis, dolasimdan gelecek tiimor hiicrelerinin dormansi (uyku olarak da
adlandirilan) asamasina girip girmeyecegini veya mikro metastaz ve ardindan makro
metastaz seklinde kolonize olarak gogalabilecegini belirleyen 6zelliklere de sahiptir. Bu
ozellikler anjiyogenez ve damar gegirgenligi, lenfanjiyogenez, immiinosupresyon,
inflamasyon, organotropizm ve yeniden programlama olarak tanimlanmaktadir (Liu ve
Cao, 2016).

2.3. Kolon Kanseri

Kolorektal kanser (CRC), kalin bagirsak olarak da bilinen kolonda ve/veya kolonu aniise
baglayan ge¢is kismi olan rektumda meydana gelen kanserdir. Heterojen bir hastaliktir;
digkida kan, bagirsak aligkanliginda degisiklik veya karin agrist gibi semptomlarin
ortaya ¢ikmasi i¢in birden fazla yila ve farkli yollara ihtiyag duyar. CRC ailesel
(kalitsal) yada sporadik olabilir. CRC ailesel (kalitsal) oldugunda ilk mutasyon kalitsal
olarak alinir ve aile liyelerinde ortaya ¢ikar ancak, CRC sporadik olarak meydana

geldiginde, kansere neden olan gen kalitsal degildir (Kuipers v.d., 2015).
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2.3.1. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Kanser, diinyadaki oliimlerin en onde gelen nedenlerinden biridir. Diinya Saglik
Orgiitii’ne gore 2020 yilinda yaklasik 20 milyon yeni vaka ile 10 milyon 6liim meydana
gelmistir (Sekil 2.7). Ayrica, 2020°deki yeni Kkanser vakalarmin %10°u kolorektal
kanserden kaynaklanmaktadir. Kanserden 6liimlerde kolorektal kanser ti¢iincii sirada yer

almaktadir (Sung v.d., 2021).

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3557 464 (35.7%)
Colorectum
935173 (9.4%)
Prostate Uver
375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (47%) 768 793 (7.7w)
Oesophagus
544076 (5.5%) 684 996 (6.9%)
Total: 9 958 133 deaths
Breast
226019 (01.7%)
Lung
2206771 (11.4%)
Other cancers
8275743 (A2.9%) Colorectum
1931590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%)
Oesophagus Stomach
604 100 (3.1%) 1089 103 (S.6%)
Cervix uteri
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Sekil 2. 7. 2020 yilinda diinyada, her iki cinsiyette, (a) kanser vakasinin insidansi
(b) mortalitesini (WHO, 2020).
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Koronaviriis pandemisi nedeniyle tim diinyada kanser hastalig1 tani1 ve teshislerinde
gecikme yasanmis ve bu durum kolon kanseri epidemiyolojisini de etkilemistir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde pandemik koronaviriis hastaliginin (COVID-19) gelismesi, CRC
dahil tim kanserlerin tan1 ve tedavisinde gecikmeye neden olmustur ve ileri evre
hastalik ile mortalitede artisa yol agmaktadir. 2023’te, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
tahmini yeni CRC vaka sayis1 153.020 ve tahmini 6liim orani 52.550 ulagmistir (Siegel
v.d., 2023). Tirkiye’de niifusun artmasiyla birlikte CRC vakalar1 da artmaktadir.
Uluslararas1 kanser arastirma ajansina gore, 2020 yilinda 84.339.067 olan toplam
niifusta, kanser insidansin 233.834 ve mortalitenin 126.335 oldugu kaydedilmistir.
Tiirkiye’deki yeni kolorektal kanser vaka sayisi toplam kanser vakalarinin %9 (21191
kisi) oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’deki calismaya gore, Sekil 2.8’de gosterildigi gibi,
tim bolgelerde, kolon kanserinin rektum kanserinden daha yiiksek oranda oldugu
saptanmustir (Aykan v.d., 2015).

Colon: 65

preryp HEE

Sekil 2. 8. Kolon ve rektum kanseri hastalarinin bélgelere gore dagilimi (Aykan v.d., 2015).

CRC riskini artiran yas, irk, cinsiyet gibi pek ¢ok faktor vardir.

Yas: CRC i¢in onemli bir risk faktoriidiir. CRC esas olarak ileri yasta genellikle 50
yasindan sonra ortaya ¢cikmaktadir. CRC tanisinda medyan erkeklerde 66 yas, kadinlarda
ise 69 yastir. CRC ile ilgili bir aile dykiisiiniin bulunmasi durumunda, CRC riski geng
bireylerde de yiikselir. Ancak son 20 yilda 50 yas alt1 ve aile dykiisii olmayan kisilerde

de goriilme sikliginin arttig1 belirlenmistir. Bunun temel nedeninin ¢ok kesin olmamakla
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birlikte sigara, obezite ve diyetten kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Gabriel v.d.
2018; Patel ve Ahnen, 2018).

Irk ve Cinsiyet: CRC erkeklerde kadinlardan daha yaygin, siyahlarda ise, beyazlardan
daha yaygindir. Yahudi ve Askenaz Yahudileri diinyada CRC bakimindan en yiiksek
riske sahip toplumlardir. Nedenleri kesin olmamakla birlikte, genetik vakalara ve
toplumlarin kapali olmasina baglanmaktadir. Ayrica, diger gruplar arasinda CRC riskini
artiran bir digeri ise Afrika kokenli Amerikan olmaktir. Bu durum, en fazla beslenme ve

genetik yapi ile ilislendirilmektedir (Locker ve Lynch, 2004; Carethers, 2021).

Iltihaph  Bagirsak Hastahklari:  Sindirim sistemindeki dokularin  (kronik)
iltihaplanmasini iceren Crohn hastaligi ile ilseratif kolit olmak iizere iki hastaligi
tanimlar. Bu hastalarin kolorektal kansere doniisme riskleri, 10 yilda % 0.02, 20 yilda %
4.81 ve 30 yilda % 13.91 olarak tahmin edilir (Bopanna v.d., 2017). Crohn hastalarinda
da riskler benzerdir (Canavan v.d., 2006). CRC'ye doniismesi igin, iltihapli bagirsak
hastaliklari ile iligkili birgok risk faktorii vardir. Bu faktdrler, CRC'nin erken tespiti i¢in
kullanilan bazi yontemlerde iltihapli bagirsak hastaliklarina isaret eder (Sekil 2.9)
(YYalchin v.d., 2021).

fitihaph Bagirsak Hastahklarinda Kanser Riskini Tahmin
Etmek Icin Bilinen Risk Faktorleri

Klinik Risk Faktorleri :

» Hastalik siiresi.

* Hastalik derecesi. Endoskopik Risk

* Enflamasyonun Faktorleri :
siddeti. * Enflamasyon siddeti.

» Birincil sklerozan * Hastalik derecesi.
kolanjit. Displazi.

« Baslangig yas1 ve * Yapi. Molekiiler Risk
cinsiyet. * Enflamatuar sonrasi Faktorleri:

*  Aile dykiisii. polipler. Anoploidi

Sekil 2. 9. Kanser riskini tahmin etmek i¢in bilinen risk faktorleri (Yalchin v.d., 2021°den
degistirilerek).
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Ailesel Kolorektal Kanser Sendromu: CRC gelisim riskini artiran genetik
bozukluklarin kalittimidir. Aile dykiisii olan kolorektal kanser hastalarinin %30'u bulunsa

da, sadece %5-6'smin bilinen bir genetik temeli vardir (Stoffel ve Kastrinos, 2014).

Lynch sendromu veya kalitsal nonpolipoz kolorektal kanser (HNPCC) en yaygin ailesel
CRC sendromudur ve CRC vakalariin yaklasik %3’{inii i¢erir. Rahim, yumurtalik,
mide, bobrek, idrar yollari, safra yollari, ince bagirsak ve deri tiimorlerini igeren diger
tiimorlerde % 2-3 oraninda bulunur. Endoskopik olarak kolonun sag tarafinda yerlesim

gosteren birkac polip ile karakterizedir ve sporadik kolon poliplerinden ayirt edilemez.

Ailesel kolorektal kanser sendromu, polipozis sendromlari olarak siniflandirilmaktadir
(Sekil 2.10). Bunlardan Ailesel adenomatdéz polipozis (FAP), ikinci en sik goriilen ailesel
CRC sendromudur. CRC vakalarinin < %1’inden sorumludur. FAP, esas olarak APC
genindeki germ hatti mutasyonlarimin kalittmi nedeniyle otozomal dominant bir
hastaliktir. Yiizlerce hatta binlerce farkli boyutta adenomatdz polip gelisimi ile
karakterizedir. Erken teshis edilmezse, 40-50 yaslarinda CRC gelisme riski %100°diir.
FAP, CRC’ye ek olarak, osteomlar, dis anormalileri, retina pigment epitelinin konjenital
hipertrofisi (CHRPE), desmoid tiimérler veya tiroid, karaciger, safra kanallari, merkezi
sinir sistemi gibi ekstrakolonik kanserler baska belirtilerle de ortaya ¢ikabilmektedir
(Half v.d., 2009; Jang ve Chung 2010; Stoffel ve Kastrinos, 2014; Hall v.d., 2020).

MYH ile iligkili polipoz (MAP), mutY homolog (MUTYH veya MYH) genindeki
bialelik mutasyonlarin kalitimi ile karakterize otozomal resesif ge¢isli bir hastaliktir. Bu
gen, oksidatif stresin neden oldugu DNA hasarinin onarilmasindan sorumlu enzimi

kodlamaktadir.

Hamartomatéz Polipozis Sendromlari, tim CRC vakalarinin %0.5’inden daha azindan
sorumludur. Hamartomat6z polip gelisimi ile karakterize otozomal dominant bir
sendromdur. Sendromlar arasinda Peutz-Jeghers sendromu (PJS), Jiivenil Polipozis
Sendromu (JPS), ve Cowden Sendromu yer alimaktadir. Peutz-Jeghers Sendromu (PJS)
hamartomatéz Peutz-Jeghers poliplerinin gelisimi ile karakterize edilir, bu gen
araciligiyla enfekte olmus gen, serin treonin kinaz 11 (STK-11 ayrica LKB-1 olarak da

bilinir) olarak adlandirilan tiimér baskilayict gendir. Juvenil Polipozis Sendromu (JPS),
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coklu hamartomatéz Juvenil poliplerin gelisimi ile karakterize edilirken SMADA4,
BMPRla ve ENG genlerindeki germ hatti mutasyonlarinin  kalittmindan
kaynaklanmaktadir. Hamartomatdz Polipozis Sendromunun her iki tiirii de kolon diginda
tumorler gelistirebilir. Cowden Sendromu, PTEN genlerinde mutasyonlara sahiptir.
Genellikle kolorektal hamartom sendromlari arasinda yer alir ancak farkli tipte polipler,
hamartomlar, adenomlar, tirtikli polipler, hiperplastik polipler ve ganglionérom
goriiniimii ile karakterizedir (Half v.d., 2009; Jang ve Chung 2010; Stoffel ve Kastrinos,
2014; Hall v.d., 2020).

Colorectal polyposis
syndromes

[ Adenomatous palysz Serrated polyps Hamartomatous polyps

4\ Z\

" Classic FAP | [AFAF‘ Juvenile polyposis k:uw-:jen syndroms

Serrated polyposis ] [ —
MUTYH-assocated ] [ syndrome Peutz-Jeghers
polposis syndrome

APCIMUTYH | APCIMUT ¥H SMADYBVERIA 5TEN

Sekil 2. 10. Poliplerin histolojik 6zellikleri ve genetik degisime gore siniflandirilan polipozis
sendromu (Moreira ve Castells 2014).

Obezite, Diabetes Mellitus ve Insiilin Direnci: Fazla kilo ve obezite, CRC dahil olmak
tizere farkli kanser tiirlerinin gelisme riskini artirmaktadir. Obezitenin CRC gelisme
riskini %7 ile %60 arasinda arttirdigi ve ayrica CRC'den kaynakli 6liim oranini da
arttirdig1 tahmin edilmektedir. Buna ek olarak, obez erkeklerin, obez kadinlara gore
CRC gelistirme riskinin daha yiliksek oldugu belirlenmistir. 70000 CRC vakasiin
bilgilerini iceren meta-analizlere gore, viicut kitle indeksi yiiksek olan bireyler (BMI >
30 Kg/m2), CRC bakimindan %20 daha yiiksek risk altindadirlar. Obezitenin CRC

riskini artirma mekanizmasi ¢ok net degildir. Tip 2 diabetes mellitus, kolorektal
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tiimorlerin biiylimesini uyarabilen hiperinsiilinemi ile karakterizedir. Yiksek insiilin
dolayli olarak hiicre proliferasyonunu artiran ve apoptozu inhibe eden insiilin benzeri
biiyiime faktorlerinin (IGF) yilikselmesine yol agmaktadir. Ayrica hiperglisemi, reaktif
oksijen tiirlerinin, oksidatif stresin ve inflamatuar yollarin {retimini indiikleyerek
CRC'nin ilerlemesini artirabilir (Moghaddam v.d., 2007; Ma v.d., 2013; Vu v.d., 2014;
Guraya 2015).

Sigara ve Alkol Tiiketimi: Sigara kullanimi doza, yogunluga ve siireye gore CRC
gelisme riskini artirir. Sigara, kansere neden olan mutasyonlari ve modifikasyonlari
artiran kanserojenler igermektedir (Amitay v.d., 2020). Alkol tiiketimi ve metaboliti de
CRC riskini % 60 oraninda artirabilir. Alkol ve metabolitinin karsinojenezi destekledigi
farkli mekanizmalar vardir. Mutasyonlarin uyarilmasi, dogrudan veya dolayli DNA
hasarlar1 yoluyla genetik anormallige yol agmaktadir. Ayrica DNA hipometilasyonu,
mikroRNA’nin degistirilmesi ve histon modifikasyonu ile ¢oklu epigenetik diizensizlige
neden olmaktadir. Bir de farkli hiicre sinyal yolunu degistirerek (IL6/STAT3, NOTCH,
AKT/FAK ve RAS) veya timor mikrogevresini degistirerek CRC’nin ilerlemesini
destekleyebilmektedir (Rossi v.d., 2018).

Sosyo-Ekonomik Durum: Gelismis ve sanayilesmis tilkelerde CRC gelisim riski
artmaktadir. Bu duruma Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya/Yeni Zelanda, Japonya ve
bazi1 Dogu Asya bolgeleri (Hong Kong, Tayvan, kentsel Cin, Singapur ve Tayland)
dahildir. Diyet, obezite, diisiik fiziksel aktivite, sigara ve agir alkol tiikketimi gibi bir¢ok
cevresel faktorden kaynaklanmaktadir. Tim bu cevresel faktorler, K-RAS ve P53
mutasyonlart gibi genetik degisikliklere ve histon modifikasyonu ve DNA metilasyonu
gibi epigenetik degisikliklere yol agmaktadir. Ayrica CRC’nin karsinogenezini artiran
bagirsak mikrobiyotasini da degistirirler (Bishehsari v.d., 2014).

Bati Diyeti: Kirmiz1 ve iglenmis et, patates ve yiiksek yagli besinler iceren bati /
gelismis tlilke diyetinin CRC riskini %20-40 oraninda artirdigi tahmin edilmektedir. Bu
risk obezite, sigara ve alkol tiketiminin varligi ile degisim gostermektedir
(Schwingshackl v.d., 2017). Kirmizi ve islenmis et agisindan zengin sagliksiz diyet,
CRC’nin karsinogenezini hizlandirir (Sekil 2.11) (Ding v.d., 2020).
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Sekil 2. 11. Kirmizi1 ve islenmis et ile kanser gelisimi arasindaki iliski (Ding v.d , 2020).

Kirmizi ve iglenmis etlerin, CRC gelistirme mekanizmalarinda yer alan heme demiri ve
kanserojen maddeler (polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-Nitroso bilesikleri ve N-

glikolilnéraminik asit) igerdigi tespit edilmistir (Cascella v.d, 2018).

Bakteriyel ve Viral Ajanlar: Bakteri ve virlis enfeksiyonlarinin CRC’ye neden olma
rolii daha smirli olmakla birlikte, farkli mekanizmalarla CRC olusumunda rol
oynadiklar1 bildirilmektedir. Gastrointestinal sistemi kolonize eden yaklasik 100 trilyon
bakteri bulunur ve bunlarin yaklasik 104’ sadece kolonda yerlesmistir. Bu yerlesik
bakteriler, folik asit, biyotin, K vitamini gibi pek c¢ok farkli mekanizmalar igin ¢ok
onemlidir. Ancak, CRC gelisimini ve ilerlemesini tesvik eden Enterococcus,
Escherichia/Shigella, Klebsiella, Streptococcus, Peptostreptococcus, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Parvimonas ve Helicobacter pylori gibi patojen bakteriler
bilinmektedir (Antonic vd, 2013; Ternes vd, 2020). John Cunningham viriisii, insan
papilloma viriisleri, insan polyoma viriisleri, insan herpes viriisleri, insan bocaviriisii ve
Inoue Melnick viriisii baz1 patojenik viriisler de rol alirlar. Bu bakteriler ve viriisler,
farkli mekanizmalar yoluyla CRC karsinogenezinde rol oynadigi tahmin edilmektedir
(Sekil 2.12) (Chen v.d., 2015). Ilk olarak bakteriler oncometabolitler dahil olmak iizere
metabolitler salgilar, bu oncometabolitler kanser hiicrelerinde birikir ve kanser yakiti

gorevi goriir ve CRC'nin kotli prognozuna ve tedavinin zor olmasia yol agmaktadir.
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Ayrica, bakterilerin hiicreye baglanma, invazyon ve translokasyon yontemi, CRC
gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Son zamanlarda, CRC tedavisi i¢in etkili bir tedavinin
uygulanmasinda 6nemli bir rol oynadig1 i¢in bu mekanizmay1 anlamaya ¢alisan bir¢ok
model vardir. Ugiincii mekanizma ise, bakteri-hiicre etkilesimleri gibi konak savunma
modiilasyonudur. Bakteriler, bagisiklik hiicresi proteinleri ile etkileserek veya maddeler

salarak bagigiklik hiicrelerini etkilerler (Ternes v.d., 2020).

, o
= = X
-
¥ o _ o

-

Attachment Immune Cell

Sekil 2. 12. CRC'de bakteri ve konakg1 arasindaki etkilesim (Ternes v.d., 2020).

Kolesistektomi: Kolesistektomi, safray1 toplayan ve depolayan organ olan safra
kesesinin ¢ikarilmasi operasyonudur. Kolesistektomi ve CRC arasindaki iliski ¢ok net
degildir. Ancak safra kesesinde depolanan safra asidi, CRC i¢in kanserojen olarak
bilinir. Kolesistektomi sonrasi safra kesesinden salgilanan safra asitlerinin fizyolojik
ozelliklerinde, bilesiminde ve salgilanmasinda degisiklik meydana gelir. Ayrica CRC’de
kanserojen olarak kabul edilen litokolik asit ve deoksikolik asit gibi sekonder
metabolitler, bagirsak mukozasini siirekli olarak uyarmaktadir. Safra asitleri ve sekonder
safra asitlerindeki bu fizyolojik artis, apoptoz direncine, genomlarda instabiliteye ve
safra asidi hidrofobikligine yol a¢maktadir. Bu olay, glandiiler epitelden kolonik
poliplerin ortaya ¢ikmasinda artiglara ve boylece CRC'nin gelismesine ve ilerlemesine
neden olmaktadir (Sekil 2.13) (Aurif v.d., 2021; Mandi v.d., 2021).
23



Safra asitlerinin |
metabolitleri, bagirsak !
mukozasin siirekli olarak : Apoptoz direnci, Genomik
uyaran fonksiyonel bir == kararsizlik ve Safra Asidi
safra kesesi olmaksizin | Hidrofobikligi
bagirsak mukozasmna |
siirekli olarak salgilanir |
|

RKolesistektomi sonrasi
safra asidinin bilesimi ve
salgilanmasindaki

degisiklik

e Kolon Polipleri :
i
i
|

Sekil 2. 13. Kolesistektomi sonrasinda CRC'nin etiyoloji ve patofizyolojisi (Aurif v.d., 2021°den
degistirilerek).

2.3.2. Kolon Kanserinin Olusumu

CRC, iyi huylu prekanserdz poliplerde meydana gelen degisikliklerden gelismektedir
(Sekil 2.14). Polipler, genetik ve epigenetik dengesizlik nedeniyle olusan kolon veya
rektumun i¢ tabakasinda anormal ¢ogalan hiicrelerdir. Poliplerin boyutlar1 biiyiidiikce,
genetik mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler de artar ve zamanla bu polipler bagirsak
duvarina invazyon yetenegi kazanir, bu da lokal/primer kanserin ortaya ¢ikmasina ve
yakindaki lenf diigiimlerine yayilarak uzak bdlgelere metastaz yapmasina yol
agmaktadir (Kuipers v.d. , 2015; Simon, 2016). Prekanser6z poliplerin erken tespiti ve
engellenmesi, CRC olusumunu, gelisimini ve yayilmasmi Onlemek bakimindan

Oonemlidir.
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Sekil 2. 14. Farkli asamalardaki kolorektal neoplazi (Kuipers v.d., 2015).

CRC gelisimi i¢in iki tip kanser6éz polip vardir bunlar adenomatéz ve tirtikli (serrated)
poliplerdir. Diisikk derecede hiicresel ve yapisal poliplerle karakterize adenomatdz
poliplerdir. Kolorektal kanserlerin %60-70’i bu tipe bagli olarak olusur ve tiibiiler
adenom (kanserlesme riski en diisiik olan), villoz adenom (kanser olma riski en yiiksek
olan) ve tiibiil-villoz adenom (orta riskli) olarak ayrilmaktadir (Sekil 2.15) (Simon,
2016).

Tiibiiler Adenom

Sekil 2. 15. Kolon ve rektumun geleneksel adenomu (Hamilton, 2000).

Tirtiklt polipler ise, adenomlardan farkli molekiiler ve histolojik olaylar sonucu
olusmaktadir. Tirtikli polipler alt gruplara ayrilir (Tablo 2.3), en yaygm tipi
mikrovaskiiler polipler olan ve goblet hiicrelerinden zengin hiperplastik poliplerdir.
Ikinci tip ise, kript, mukozal prolapsus veya stromal proliferasyonlar ile taninan tirtikls
sapsiz lezyonlardir. Daha az yaygin olani ise, diger iki tipten farkli desende tirtikli olan
geleneksel tirtikli poliplerdir (Crockett ve Nagtegaal, 2019).
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Tablo 2. 3. Ug farkls tirtikl1 polip tipinin 6zellikleri (Crockett ve Nagtegaal, 2019°dan

degistirilerek).
Ozellikleri Hiperplastik Polipler | Sesil Tirtikh Polipler | Geleneksel Tirtikh
(HPs) (SSLs) Adenomlar (TSAs)
Yayginlik: %5 -%15. | Yayginlik: < %1

Klinik 6zellikler

Yayginlik: %20 -%30.
Boyut: Genellikle
kiigiik € 5mm
Morfoloji : diiz veya
sapsiz

Boyut: Genellikle
HP'lerden daha
biyik

Morfoloji : ortalama
¢ap 5-7mm

Boyut: Genellikle
SSL'lerden daha
blyik

Morfoloji : Polipoid
veya pedinkulli

Yer

/\\/«' ]
B N Westy
jroums \ oy
: -4

Histopatoloji

CRC kanserinde tiimoriin ilerlemesini agiklayan ilk model, Vogelstein ve Fearon (1988)
tarafindan tamimlanmistir. Bu model, bir CRC tiimoriiniin olusumunu ti¢ temel adimda
Ozetlemektedir: anormal kript olusumuna yol agcan baglatma adimi ile baslar, daha sonra
erken ve ge¢ adenoma gelisimi ile sonunda malign adenokarsinom haline gelir (Sekil
2.16). Bu modele gore sadece tiibiiler ve tiibiilovilloz adenomlarin invaziv hale
gelebilecegi ileri siiriilmesine karsin, son on yilda 6ne siiriilen yeni modeller tirtikli
poliplerin de invaziv olabilecegini gostermektedir. Tirtikli poliplerin CRC’ye doniismesi
ve invaziv hale gelmesi ig¢in, hiperplastik polipten sapsiz polipe ve sonra
adenokarsinomaya doniismesi gerektigi belirtilmistir (\Vogelstein v.d., 1988; Grady ve

Markowitz, 2015; Kuipers v.d., 2015).
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Normal colon epithelium Aberrant crypt focus Polyp/Adenoma Adenocarcinoma

Sekil 2. 16. Kolorektal kanser olusum modeli (Grady ve Markowitz, 2015).

Kanserli poliplerin ve dolayisiyla da CRC’nin olusumuna yol agan WNT, MAPK, PI3K,
TGF B ve P53 sinyal yollarini deregiile eden ii¢ farkli genetik degisiklik goriiliir bunlar
kromozomal kararsizlik (CIN), Mikrosatellit Kararsizligi (MSI) ve CpG Adas1 Metilator
Fenotipi (CIMP)’ dir (Sekil 2.17) (Grady ve Markowitz, 2015; Nguyen ve Duong,
2018).

Kromozomal Kkararsizhk (CIN): Sporadik kolorektal kanserlerin  %85’inde
kromozomal instabilite goriiliir. CIN, kromozomal segmentlerin kayb1 veya kazanimi
gibi kromozom sayis1 ve yapisindaki degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Ayrica
kromozomal yeniden diizenlemeler ve heterozigotluk kaybi (LOH) olarak da
tanimlanabilmektedir. Bu degisiklikler, tiimorle ilgili genler ve hiicre ¢cogalmasinda veya
hiicre dongiisti kontrol noktalarinda temel rol alan genlerin bozulmasina yol agmaktadir
(Nguyen ve Duong, 2018). CIN tiimoérleri, bazi onkogenlerde ve tiimor baskilayici
genlerde birikmis mutasyonlar tarafindan taninmaktadir (1) APC: adenomatoz polipozis
koli (APC), Wnt sinyal yolu i¢in antagonist gorev yapan tiimor baskilayici proteini
kodlayan bir gendir. Hiicrenin migrasyon ile adezyonunda, transkripsiyonel
aktivasyonda ve apoptozda rol oynamaktadir. Bu genin kusuru FAP neden olur, bu
nedenle germ hattt kalitsal olabilir. Ayrica sporadik kolorektal kanserlerin ve
adenomlarin %60 ila 80’inde goriilmektedir. APC veya B-katenin mutasyonu, Wnt yolu
ile B-katenin degre edilmesi engeller ve boylece kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol acan
genlerin uyarilmasimi neden olmaktadir. Kromozom 5q21 lokusu iizerindeki bir APC
27



gen mutasyonu, normal epitelin erken adenomaya doniismesinden sorumludur.

Karsinogenez i¢in 6nemli bir baslangi¢c basamagi olarak kabul edilebilir (Narayan ve

Roy, 2002).
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Sekil 2. 17. Normal epitelden kolorektal kansere molekiiler degisiklikler (Nguyen ve Duong,
2018).
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(2) KRAS: KRAS proto-onkogen GTPaz, hiicre ¢ogalmasi gibi hiicresel olaylari
diizenleyen MAPK sinyal yolu gibi ¢esitli hiicre sinyal yollarinda 6nemli bir rol
oynayan bir sinyal donistiiriici proteindir (Pantsar, 2020). CRC kanserlerin %35 ila
%45'inde KRAS mutasyonlar1 bulunur. Bu gendeki mutasyon, GTP’ye baglanan KRAS
proteinlerinin birikmesine ve dolayisiyla hiicre proliferasyonunun yapici aktivasyonuna
yol agmaktadir (Schubbert v.d., 2007). KRAS mutasyonlar1 monoaleliktir (genlerden
biri aktif, digeri sessiz), ¢ogunlukla erken ve orta adenoma evreleri arasinda kodon 12 ve
13'te meydana gelir (Inoue v.d., 2012). (3) 18q kaybi: DCC, SMAD2 ve SMAD4’i
iceren kromozom 18q kodlu timdr baskilayic1 genler. Ge¢ adenoma
konformasyonundan 18q kromozomunun kaybi1 sorumludur (4) TP53: "genomun
koruyucusu" olarak da bilinir. Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi
farkl hiicre siireclerinde rol oynayan bircok hedef geni kontrol eden bir transkripsiyon
faktorii gorevi gormektedir. Bu gendeki mutasyon, ge¢ adenomlardan karsinomlara

dogru ilerlemeye yol agmaktadir (Nguyen ve Duong, 2018; Liebl ve Hofman, 2021).

Mikrosatellit Kararsizhgr (MSI): MSI, tekrarlayan DNA dizisi mikrosatellitlerinin
yiiksek siklikta replikasyon hatalarindan dolayr meydana gelen bagka bir genomik
instabilite tirtidiir (Sekil 2. 17). Bu genomik kararsizligin, DNA replikasyonu sirasinda
genlerin stabilitesini desteklemede rol oynayan DNA mismatch repair sistemi (MMR)
ad1 verilen bir sistemde meydana geldigi bulunmustur. MSI, sporadik CRC’nin %15-
20’sinde ve Lynch sendromunun > 9%90’inda goriilir ve her ikisinde de farkli
mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir. Lynch sendromu veya son zamanlarda Herediter
nonpolipozis CRC (HNPCC) olarak tanimlanan hastalikta mut S homolog 2 (MSH2),
mut L homolog 1 (MLH1), mut S homolog 6 (MSH6) ve PMS1 Homolog 2 (PMS2)
olarak bilinen dort MMR’de mutasyonlar meydana gelmektedir. MSI ile iligkili sporadik
kanserde, MLH1 geni gibi genlerin promotorlerinin metilasyonu ile ortaya ¢ikan CpG
ada metilator fenotipini (CIMP) igemektedir. MSI'li CRC, APC’de mutasyonlara sahip
olabilir, normal APC’ye ancak p-katenin’de mutasyonlar vardir ve bunun APC’ye
baglanmasin1 engellenir, veya WNT yolundaki baska proteinlerde mutasyonlar
olmaktadir. Erken adenomun ortaya ¢ikmasi i¢in genellikle bu mutasyonlardan onlarca

yil geemesi gerekir. Lynch sendromu durumunda KRAS proteinindeki veya sporadik
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kanser durumunda B-raf proto-onkogen serin/treonin kinaz (BRAF) taki diger
mutasyonlar, adenomun ortaya ¢ikmasi daha fazla ilerlemesine neden olmaktadir.
Transforming biiylime faktorii B- reseptorii (TGFBR2) veya BCL2 iligkili X apoptoz
diizenleyici (BAX) gibi tiimor baskilayic1 veya tiimor iliskili genlerin bolgelerindeki
diger mutasyonlar kanser olusumuna yol agmaktadir (Boland ve Goel, 2010; Nguyen ve
Duong, 2018)

MSP’li CRC’nin proksimal kolonda oldugu ve MSI CRC’li hastalarin prognozunun daha
iyi oldugu saptanmigtir. Ayrica MSI, kalitsal CRC’nin tanimlanmasinda kullanilan ilk
testtir Tiumorler, mikrosatellit Kkararsizliginin sayisina gore belirteclerin  <%30’u
kararsizlik gosterdiginde MSI disiik olarak, belirteglerin  >%30’u  kararsizlik
gosterdiginde yliksek MSI ve belirgin bir kararsizligi olmayanlar mikrosatellit kararl
MSS olarak tanimlanmaktadir (Boland ve Goel, 2010; Nguyen ve Duong, 2018).

CpG Adas1 Metilator Fenotipi (CIMP) : CIMP, transkripsiyonel gen sessizlesmesine
yol agan, sinyal yollarint degistiren ve CRC’nin ilerlemesine yol agan gen promotdriiniin
hipermetilasyonudur (Baylin ve Ohm, 2006). CIMP %30-50 kolorektal adenomda
tanimlanmistir ve sporadik yoldan sorumludur (Mundade v.d, 2014). CIMP alt gruplara
ayrilmaktadir. Bunlar; CIMP-yiiksek (CIMP-H): MSI, MLH1 DNA hiper metilasyonu
ve BRAF mutasyonu ile iligkilidir. CIMP-Diisiik (CIMP-L), KRAS mutasyonlar: ile
iligkilidir ve CIMP olmayanlar TP53 ile iligkilidir (Hinoue v.d., 2012).

[ltihapli bagirsak hastaliklarinin CRC ye ddniismesinin patogenezi sporadik CRC
gelisimi ile ¢ok yaygindir. Bazi farkliliklar vardir (Sekil 2.18). ilk fark, sporadik CRC'de
bir veya iki kolit displazisinden gelisirken, enflamatuar bagirsak hastaligi ile iliskili
kolorektal kanser displazisi multifokal kolitten gelisir. Ote yandan, iki genomik
dengesizlik CIN ve MSI, hem sporadik CRC'de hem de enflamatuar barsak hastaligina
bagh kanserde ortaya ¢ikar, ancak farkli bir zaman ve siklikta meydana gelir, 6rnegin,
sporadik CRC'de ilk adimlarda APC kaybi1 meydana gelirken inflamatuar barsak
hastaligina bagli kanserde APC kaybi, karsinogenezisin son asamasinda (Displazi-
Karsinom asamasi) gelmektedir. Diger bir fark ise, enflamatuar hastalikla iligkili

kanserde, P53'teki mutasyonun displazinin ilk basamaginin olusumu i¢in ¢ok Snemli
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olmasidir. Inflamatuvar barsak hastaligina bagli CRC patogenezinde rol oynayan diger
onemli faktorler ise siklooksijenaz (COX)-2, inflamatuvar sitokinler ve kemokinlerin
indiiklenmesi gibi kronik inflamasyondur, ve enflamatuar reaksiyonlara yanit olarak
ortaya ¢ikan ve proteinlere ve niikleik aside saldiran oksidatif stres. Enterococcus
faecalis gibi bagirsak mikrobiyotasinin, enflamatuar barsak hastaliklarinin CRC'ye
donligmesinde da ¢cok 6nemli bir indiikleyici oldugu kabul edilmektedir. (Kim ve Chang,
2014).

Sporadic colon cancer
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Sekil 2. 18. Sporadik kolon kanser ile inflamatuar bagirsak hastaligi olan (kolit iliskili kolon
kanseri) olusumunun molekiiler patogenezi (Kim ve Chang, 2014).

2.3.3. Kolorektal Kanserde Metastaz

CRC'nin 6nde gelen 6liim nedeni metastazdir. CRC hastalarinin yaklasik %25°1 teshis
esnasinda metastatik hastaliga sahiptir. CRC metastazi i¢in en yaygin bolge karacigerdir
ve CRC vakalarmin yaklasik %50’sini igerir. Bunun nedeni, bulundugu yer ve ana
damarlar yoluyla bol miktarda kan ile birlikte olmasidir. Karaciger ayni zamanda
immiinosupresif organ olarak kabul edilir, bu nedenle de metastazin kolayca
biiyiiyebildigi belirtilmektedir (Riihimiki v.d., 2016; Dmello v.d., 2021). Ikinci en sik
metastaz yeri %10-15 ile akcigerde goriilir ve %4-13 ile periton, CRC metastazinin
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ticlincii en yaygin bolgesidir (Riihiméki v.d., 2016; Testa v.d., 2018). Kemik, prostat,
mesane veya uterus gibi bolgelere metastaz yapar, ancak bu organlara olan metastazlar,

yaygin degildir (Sanchez v.d., 2015).

CRC metastazinda rol oynayan iki farkli mekanizma tanimlanmistir, bunlar hematojen
ve peritoneal yayilimdir (Sekil 2.19). Normal metastatik yolakta ¢ok yaygin olan
hematojen yayilma EMT’nin diizenlenmesi ile baslamaktadir. CRC hematojen
yaylliminda EMT nin 6nemli diizenleyicilerinden biri, SNAIL, ZEB, E12/E47 ve AP4
gibi dogrudan baskilayicilar veya TWIST, FOXC2, SOX2, Nanog ve OCT4 gibi dolayl
baskilayicilar tarafindan baskilanan E-Cadherin’dir. Ayrica burada yeni kan
damarlarinin olusumu olan anjiyogenez, yalnizca primer ve metastatik bolgelerdeki bir
timori gerekli destek materyali ile desteklemekle kalmaz, ayni zamanda timor
hiicrelerinin, mevcut kan damarlarina bagli yeni damarlarin olusumu yoluyla da dolagim

sistemine girmesini saglamaktadir (Pretzsch v.d., 2019).
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Sekil 2. 19. CRC’de metastaz mekanizmalari: hematojene karsi peritoneal yayilim
(Pretzsch v.d., 2019).
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Hematojen yayilimin birincil bolgesinde meydana gelen anjiyogenez, vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF), tiimor endotel hiicreleri (TEC’ler), sitokinler ve eksozomlar
tarafindan diizenlenmektedir. Daha sonra dolasimdaki tiimdr hiicreleri (CTCs) dolasim
sistemine girdiginde, notrofil hiicreler tarafindan ve TGF-B ve trombositlerden salinan
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) tarafindan olusturulan koruyucu ortii
tarafindan natural killer hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinden korunmaktadir. Bu
koruma ayni zamanda CTC’lerin invaziv ozelliklerini ekstravazasyon ve metastaz
yapmalarin1 da saglamaktadir. Ekstravazasyon sonrasi karaciger hiicrelerine tutunma,
kan grubu antijenleri sLe ve Slex gibi CTC’lerin adezyon molekiillerinin ECM’ye

baglanmasiyla gergeklesmektedir (Pretzsch v.d., 2019).

CRC metastazinin diger bir mekanizmasi, bes temel adimi igeren peritoneal yayilimdir.
Ik adim, spontan tiimér hiicrelerinin dokiilmesi yoluyla CRC hiicrelerinin primer
tiimorden ayrilmasidir. Ikincisi, hiicre dis1 matriks ile uygun olmayan etkilesim sonucu
meydana gelen apoptoz olan anoikis’ten kaginmaktir. Periton sivisinda, tiimor hiicreleri
anoikisten kagmak i¢in kallikrein ile iligkili peptidazlar1 (KLK7) aktive eder, Src’yi
yukar1 dogru diizenler ve kiimeler olusturur. Ugiinciisii, tiimor hiicrelerinin periton
yilizeyine yapismasidir. Peritoneal yayilmadaki proteoglikanlar, LICAM ve miisinler
gibi adezyon molekiilleri degiskendir ve hematojen yayilimdakinden farklidir. Daha
sonra, anjiyogenez olusumu ve ECM'nin yeniden sekillenmesi sonucu tiimor peritonda
daha da biiytimektedir. Son olarak peritonda proliferasyon ve metastaz olusumu
gerceklesmektedir (Pretzsch v.d., 2019).

Kanser hiicrelerinin stroma veya mikrogevresinin yeniden sekillenmesi, hem hematojen
hem de peritoneal yayilimda rol oynayan, Sekil 2.19°da belirtilen bir diger onemli
mekanizmadir. CRC hiicrelerinde stroma, fibroblast yiizey proteini (FSP-1) ve
fibroblastla aktive edilmis protein (FAP) gibi kanserle iligkili fibroblastlar, notrofiller ve
makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri, endotel hiicreleri, hyaluronik asit gibi bir¢ok
bilesenden olusmaktadir. CRC hiicre stromasinda, TGF-B, PDGF, ECM bilesenleri,
sitokinler ve biiyime faktorleri onun yeniden sekillenmesini diizenlenmektedir

(Tauriello v.d, 2017; Pretzsch v.d., 2019).

33



2.4.Apoptoz

Apoptoz, sonbahardaki yaprak diismesi anlamina gelen Yunanca apo "ayr1" ve pitoz
"dlisme" sozciiklerinden gelir. Apoptoz, programlanmis hiicre Oliimiidiir, tliim hiicre
tiplerinde meydana gelir, embriyonik donemde baslar ve yasam boyunca devam eder.
Hiicrelerin farkli stresler ve hasarlar nedeniyle fonksiyonlarimi kaybettiklerinde veya
hiicrelerin tiim biyolojik fonksiyonlarini tamamlayip viicudun artik ihtiya¢ duymadigi
durumlarda hiicrelerin yok edilmesini saglayan ¢ok énemli bir mekanizmadir (Atay v.d.,

2021).

2.4.1. Apoptotik Mekanizma

Apoptozun morfolojik ayirt edici oOzellikleri ¢ogunlukla tim hiicre tipleri arasinda
yaygindir. Bunlar kromatinin yogunlagmasi, c¢ekirdegin pargalanmasi, hiicrenin
yuvarlaklagmasi, hiicre hacminde azalma (piknoz), psddopodlarin geri ¢ekilmesi,
sitoplazmik organlarin ultrastriiktiirel modifikasyonu ve zar biitiinliginiin kaybi

seklinde 6zetlenmektedir (Wong, 2011).

Ayrica, apoptoz sirasinda ii¢ ana biyokimyasal degisiklik meydana gelir, 1-proteini
parcalayabilen ve DNAazi aktive edebilen sistein proteaz enzimleri grubu olan
kaspazlarin aktivasyonu. 2- protein ve DNA’nin pargalanmasi ve 3- zardaki degisiklikler
ve fagositik hiicreler tarafindan taninmadir. Erken apoptozda hiicreler, hiicre zarimin dis
tabakasinda fosfatidilserin eksprese edebilirler ve bu onlar1 fagositik hiicreler tarafindan
proinflamatuar hiicresel bilesenlerin salintmi olmaksizin fagositoza girmek {izere

isaretlemektedir (Wong, 2011).

Apoptoz da intrinsik yol olarak adlandirilan mitokondriyal yol ve extrinsik yol olarak
adlandirilan 6liim reseptorii yolu olmak iizere iki ana yol vardir. Intrinsik yol esas olarak
proapoptotik efektor proteinleri, sadece proapoptotik BH3 proteinleri ve antiapoptotik
BCL-2 proteinlerini i¢eren B hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir (Sekil 2.20).
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Sekil 2. 20. Apoptozda Intrinsik yol (Pfeffer ve Singh, 2018).

Antiapoptotik BCL-2 proteinleri, yalnizca BH3 proteinleri, BAX (BCL-2 ile iliskili X
proteini) ve BAK (BCL-2 homolog antagonist oldiiriicii) proteinlerinin inhibisyonu

yoluyla apoptozu inhibe etmektedir (Wong 2011; Pfeffer ve Singh, 2018).

Intrinsik yol, DNA hasari, biiyiime faktorii yoksunlugu, yiiksek konsantrasyonlarda
sitozolik Ca?*, bu yolda rol oynayan onkogenlerin yukari regiilasyonu, hipoksi ve
oksidatif stres gibi farkli hiicre ici stresler tarafindan uyarilmaktadir. Bu uyaran, BAX ve
BAK proteinlerini aktive eden sadece BH3 proteinlerinin diizenlenmesine Yol
acmaktadir. Bu iki proteinin aktivasyonu, onlarin oligomerizasyonuna yol agarak
mitokondriyal dig zar gegirgenligine neden olmaktadir. Boylece, sitokrom c, ikinci
mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii (SMAC) ve Omi gibi intermembran proteinlerinin
salinmasina izin vermektedir. Bunun iizerine sitokrom c, apoptotik proteaz aktive ediCi
faktor-1 (APAF-1), dATP ve procaspaz-9 kombinasyonu ile apoptozom olusturulur.
Apoptozom iginde procaspaz-9, kaspaz-9’a doniistiiriiliir. Kaspaz-9, kaspaz-3 ve -7’yi

aktive ederek hiicre proteinlerini pargalayarak apoptoza yol agmaktadir. Buna ek olarak
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SMAC, apoptoz proteinlerinin inhibitoriini (IAP) ve Omi, X’e bagli apoptoz protein
inhibitorii (XIAP) gibi kaspaz fonksiyonunun endojen inhibitériiniin fonksiyonunu
inhibe etmektedir (Wong 2011; Pfeffer ve Singh, 2018).

Extrinsik yol ise hiicre dis1 sinyaller tarafindan uyarilmaktadir (Sekil 2.21). Hiicre disi
sinyaller, 6liim ligandlar1 olarak bilinen Fas ligandi (Fas-L), TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand (TRAIL) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) hiicre zan tizerindeki tip 1
TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas reseptorii gibi oliim reseptorlerine baglanir. Oliim
reseptoriinlin aktivasyonu, zarin hiicresel bolgesinde adaptor proteinin (Fas ile iliskili
olim alan1 (FADD) ve TNF reseptori ile iliskili 6liim alan1 (TRADD)) toplanmasina
neden olmaktadir. Daha sonra 6liime neden olan sinyal kompleksi olan adaptor protein
ve baglatict prokaspaz-8 ve -10’dan DISC olusumu ger¢eklesmektedir. Procaspaz-8'in
aktivasyon formu, kaspaz-8, kaspaz -3, 6, 7’nin aktivasyonu veya BH3 etkilesen etki
alan1 6lim agonisti (BID)’nin aktivasyonu ile intrinsik yolun baslatilmasiyla apoptozu
baslatmaktadir. DISC, FLICE (FADD-benzeri IL-1lbeta-donistiiriicii enzim)-inhibitor
proteini, c-FLIP inhibitorii tarafindan diizenlenmektedir. Yani c-FLIP antiapoptotik
aktiviteye sahiptir (Pfeffer ve Singh, 2018).

2.4.2. Apoptoz ve Kolorektal Kanser

Normal kolorektumda iki tip apoptoz meydana gelebilir: normal stressiz kolonda
meydana gelen spontan apoptoz ve toksik uyaran oldugunda meydana gelen stres
kaynakli apoptozdur. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki denge kolonik Kript
normal seklini korur (Yang v.d., 2009).
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Sekil 2. 21. Extrinsik yol (Pfeffer ve Singh, 2018).

Hanahan ve Weinberg, (2011) (Sekil 2.2) tarafindan belirtildigi gibi, kanser hiicreleri,
kanser hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi olan programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptoz)
kagimmaktadir. Bu durum, tiimér hiicresinin ilerlemesini ve gelisimini indiikleyebilir ve
kanser hiicrelerinin antikanser tedavilerine diren¢ gostermesini saglayabilmektedir.
Dolayisiyla apoptozun mekanizmalarint (Sekil 2.20 ve 2.21) ve kanser hiicrelerinin
apoptozdan kacgabilecegi mekanizmalar1 anlamak, kansere karsi yeni tedavileri

kesfetmeye yardimci olabilecektir (Atay v.d., 2021).

Apoptozdan kagmak karsinogenezde ve tiimor patogenezinde Onemli bir rol
oynadigindan, CRC dahil tiim kanser hiicreleri apoptozdan kagmak igin birgok
mekanizma edinmektedir (Wong 2011, Atay v.d., 2021).
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Timor baskilayici gen olarak ¢alisan P53 apoptozda onemli bir gen diizenleyici olarak
kabul edilmektedir. Uzerindeki mutasyon veya kusurlar apoptozu inhibe edebilir ve
birgok kanser tiirtinde hiicre ¢ogalmasini indiikleyebilmektedir (Wong 2011, Atay v.d.,
2021). CRC’nin %75’inde P53’te mutasyon veya kusur oldugu tahmin edilmektedir. Bu
nedenle arastirmacilar, P53’lin islevini geri yiikleyerek CRC’yi tedavi etmeye
calismaktadir (Yang v.d., 2009).

Bir bagska mekanizma ise, apoptozun baslamasinda rol oynayan kaspaz-2, -8, -9 ve -10
gibi kaspazlardaki bozukluklardir (Wong 2011, Atay v.d., 2021). Baz1 kaspazlarin
MRNA ekspresyonu, evre Il CRC hastalarinin prognozu i¢in kullanilan kaspaz-9’un
mRNA ekspresyonu gibi kanserli hastalar i¢in bagimsiz bir prognostik faktoér olarak

kullanilmaktadir (Chen v.d., 2010).

Apoptoz proteinlerinin inhibitoriiniin (IAP) ifadesindeki artmasi, CRC hiicrelerinin
apoptozdan kagmasinda da oOnemli bir mekanizmadir. IAP, secici mekanizmalarla
kaspazlar1 inhibe eden bir kaspaz inhibitorleri ailesidir. Ayrica IAP, hiicre donglisiinii
diizenleyerek apoptozu inhibe etmektedir (Wong 2011, Atay v.d., 2021). Survivin, AP
ailesinden olup, CRC dahil kanserlerde ifade edilmektedir. Diizenlenmis hiicre dongiisii

ile dolayli olarak apoptozu inhibe etmektedir (Yang v.d., 2009).

Diger bir mekanizma olan intrinsik apoptoz yolundaki mutasyonlar, BCL-2 ailesi
proteinlerinde dengesizlige neden olmaktadir. Bu, antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-
xL, Bcl-W, Mcl-1 ve Bfl-1/A1) asir1 ekspresyonu ve proapoptotik proteinlerin (Bax,
Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk ve Bik) diisiikk ekspresyonu anlamina
gelmektedir (Wong 2011, Atay v.d., 2021). Bcl-2, kolorektal adenomda yiiksek oranda
eksprese edilir ve kanser orta veya siddetli displaziye ilerlediginde azalmaya
baslamaktadir. Tahmin edildigi gibi Bcl-2, CRC gelisiminin ge¢ asamasinda anti-
apoptotik bir rol oynamamaktadir. Bax i¢in, CRC’nin baslama ve gelisme asamasinda
ifade azalmaktadir. Ayrica normal kolonda Bak, apoptozu diizenleyerek kript
hiperplazisini onlemektedir. Ancak aktivitesi bozuldugunda, CRC gelisimini ve
karsinogenezi uyarmaktadir (Yang v.d., 2009).
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CRC’de extrinsik faktorlerdeki mutasyonlar, intrinsik yoldaki kadar yaygin degildir.
Extrinsik yollarda degisiklikler 6liim reseptorii, ligand ifadesindeki azalma, veya hiicre
apoptoz direncine yol agan kaspaz-8’i bloke edebilen c-FLIP’nin yiiksek ifadesi gibidir
Ancak bazi agonistik TRAIL reseptorii insan monoklonal antikorlar1 veya bir 6liim
reseptOrii agonisti kullanarak CRC’de extrinsik yol aktivitesini aktive etmek i¢in bazi

denemeler yapilmistir (Yang v.d., 2009; Wong, 2011; Atay v.d., 2021).

COX-2 ve prostaglandin E2 (PGE2), NF-xB yolaklar1 ve bagimlilik reseptorleri de CRC
apoptozunda rol oynamaktadir. COX-2 ve NF-«B inhibitorleri, anti-apoptotik proteinleri
asag regiile etmek ve boylece apoptozu indiiklemek ve CRC gelisimini azaltmak i¢in
kullanilmaktadir. Kolorektal kanserde DCC ve Unc-5 homolog C’de (UNC5C) silinen
iki bagimlilik reseptorii, kolonda tiimor baskilayicilar olarak tanimlanmistir. Ligandi
Netrin-1 bu reseptorlere baglandiginda apoptozun inhibisyonu ve adenomdan

karsinomaya gegis ger¢eklesmektedir (Yang v.d., 2009).

2.5. Iyon Kanallar

Hiicre membranlarinda bulunan iyon kanallari, hiicrenin bir dizi fizyolojik siirecini
kontrol eden temel transmembran protein grubudur. Uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin olusumunu ve dolayisiyla kas ve sinir hiicrelerinin uyarilabilirligini, diger
hiicrelerde kan basincini, hormonlarin salgilanmasin1 da diizenlemektedirler. Ayrica
iyon kanallar1 hiicre hacmininin diizenlenmesinde fertilizasyon, hiicre ¢ogalmasi,
invasyon, metastaz, anjiogenez ve apoptoz gibi 6liim siire¢lerinde de yer almaktadir
(Petkov, 2009; Prevarskaya v.d., 2010, 2018).

Iyon kanallari, secilen iyonlarin elektrokimyasal gradyanlarindan pasif olarak gegmesine
izin veren porlart olusturmak {izere bir¢ok alt birimin bir araya gelmesiyle meydana
gelen integral membran protein kompleksleridir. Alt birim sayist iyon kanalinin tipine
gore degismektedir (Yi ve Jan, 2002; Resta ve Baccheti, 2010). Her giin yenilerinin
ekledigi cok sayida iyon kanali tiirii bulunmaktadir. Iyon kanallarindan iyonlarin
diftizyonu saniyede 100 milyon iyona kadar ¢ikabilen yiiksek bir oranda

gerceklesmektedir. Bu kanallar tim hayvan ve bitki hiicrelerinde hatta
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mikroorganizmalarin plazma membranlarinda ve tiim organel zarlarinda bulunmaktadir

(Alberts v.d., 2002).

Kapili olan iyon kanallar1 1s1k, sicaklik, mekanik degisiklikler, membran potansiyeli,
hormon ve norotransmitterler gibi ligandlar, kalsiyum ve siklik niikleotitler gibi farkli
uyaran tiirlerine gore agilip kapanmaktadir (Kim, 2014). Kapili kanallar kapinin agilip
kapanma 6zelligine bagli olarak voltaj kapili kanallar ve ligand kapili kanallar seklin de
smiflandirilmaktadir. Voltaj kapili kanallar membran potansiyeline bagli olarak agilir ve
icinden gegen iyon tiplerine gére sodyum, kalsiyum, potasyum ve kloriir kanallar1 olarak
adlandirtlir. Ligand kapili kanallar ise, iyonotropik reseptorler olarak da bilinirler ve
kanalin 6zel bir baglanma alanina baglanan spesifik ligand molekiillerine yanit olarak
acilmaktadir. y-aminobiitirik asit kapilit GABA reseptdrleri, iyonotropik glutamat kapili
reseptorler ve aside duyarli iyon kanallar1 (ASIC’ler) gibidir (Prevarskaya v.d., 2018;
Shad v.d, 2018).

Iyon kanallarinda genetik veya edinsel nedenlerle olusan islev bozukluklari sonucu
konjenital veya heterojen hastaliklar meydana gelmekte ve bunlar kanalopatik
hastaliklar baslig1 altinda gruplanmaktadir. Baslangicta voltaj kapili sodyum iyon
kanallarinda (VGSC) saptanan bu hastaliklar Na*-kanalopatileri olarak adlandirilmus ise
de, gilinimiizde bilinen tiim kanal genlerindeki mutasyonlar biyofiziksel o6zellik
degisiklikleri, kanal protein ekspresyonlarindaki sapmalar sonucu olusan tiim hastaliklar
kanalopatiler olarak adlandirilmaktadir. Bunlar epilepsiden migren, paraliz, noropatiler,
kalp ritm bozukluklarina, hipertansiyon, diyabet, astim, Bartter sendromu ve sistik
fibrozise kadar hemen hemen tiim organlarin hastaliklarin1 kapsamaktadir (Preverskaya,
2018). Kolon ve rektum dahil olmak iizere gastrointestinal sistem i¢in de durum
benzerdir. Iyon kanallari, s1vi sekresyonu ve absorbsiyonu, motilite ve viseral hassasiyet
dahil olmak tizere sindirimle ilgili bircok mekanizmay1 da diizenlemektedir. Ancak bu
iyon kanallarinin islev bozukluklar1 pek ¢ok hastaligin yani sira, kanserin gelismesine de

yol agmaktadir (Fuentes ve Christianson, 2016; Zhang v.d., 2020).

1990 larda kanser hiicrelerinde bazi iyon kanallarinin normalin diginda ekspresyon
gostermeleri ve farmakolojik ajanlar ile bu kanallarin bloke edilerek kanser hiicrelerinin

biiyiime ve hareketlerinin engellenebileceginin saptanmasi, kanserde iyon kanallarinin
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Oonemini ortaya koymustur (Grimes v.d., 1995, Fraser v.d., 1999; Bennett v.d., 2004;
Brackenbury v.d., 2007; Yildirim v.d., 2012; Drifford v.d., 2014; Martin v.d., 2015;
Mohammed v.d., 2016; Bugan v.d., 2019; Djamgoz v.d., 2019; Giizel v.d., 2019). Sekil
2.2’de verilen Hanahan ve Weinberg tarafindan 6ne siiriilen kanserin isaretlerinin de
farkli iyon kanal patolojilerinden etkilendigini gosteren pek c¢ok calisma sonucu,
giinimiizde kanser hastaliginda etkili olan iyon kanallar1 onkokanalopatiler olarak

adlandirilmaya baslamistir (Preverskaya v.d., 2010, 2018).

2.5.1. VGSC

VGSC ler, 1952°de Hodgkin ve Huxley tarafindan kesfedilen voltaj kapili iyon kanali alt
grubudur ve bu ailede kesfedilen ilk iyon kanalidir (Yu ve Catterall, 2003; Ruiz ve
Kraus, 2015). VGSC; sinir, kas ve diger kasilabilir hiicrelerde membran
depolarizasyonuna yanit olarak aksiyon potansiyellerini baslatabilir ve yayabilir (Wise

Chaisri v.d., 2020).

VGSC ler yapisal olarak 260 kDa por olusturan biiyiik o alt birimi ile 30-40 kDa iki B alt
biriminden olusmaktadir. a alt birimleri, yaklagik 2000 amino asit kalintisindan olusan
biiyiik, tek zincirli polipeptitlerdir. a alt biriminin olusturdugu por psddotetramerik yapi
olusturmak {izere hiicre i¢i baglayicilarla baglanan dért homolog domain (DI- DIV), 2 si
uzun loops, 1 si kisa loop olan ii¢ hiicre i¢i loops ile N-terminali ve C-terminalinden
meydana gelir (Sekil 2.22 A ve B) (Ruiz ve Kraus, 2015; Wang v.d., 2017).
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Sekil 2. 22. VGSC semasi (Ruiz ve Kraus, 2015).

Homolog doért alanin her biri, alti transmembran sarmalden S1-S6 olusmakta olup, o alt
birimi, voltaj algilama alani, por alani, secicilik filtresi, aktivasyon Kkapisi ve
inaktivasyon kapisini kapsamaktadir. Her alandaki S1- S4 transmembran sarmal
segmentler voltaj algilama alanini olusturur. Bu segmentlerden S4 arjinin ve lizin
kalintlarin1 igeren pozitif yiiklii voltaj sensordiir. Depolarizasyon ve repolarizasyona
tepki olarak membran elektrik alan1 boyunca hareket ederler ve porlari agip kapatmak
icin konformasyonel degisiklikleri baslatirlar. S4 ve S5 segmentleri arasindaki hiicre i¢i
bir baglayici ile por alanina baglanirlar. S5, S6 segmentleri, hiicre dis1 baglant1 por
looplari ile arasindaki baglanma yoluyla kanal, por ve segicilik filtresini olusturur (Sekil
2.22) (Ruiz ve Kraus, 2015; Wang v.d., 2017). Segicilik filtresi benzer yiiklere ve
yarigaplara sahip iyonlar1 ayiran, porun en dar kismidir, DI’de aspartat, DII’de glutamat,
DIlI’de lisin ve DIV2de alaninden olusur. Biiziilme bolgesi de denilen bu kisim segici
olarak pordan hidrath Na* akisina izin vermektedir. Ayrica glutamattan olusan dis halka

Na" gecirgenliginde 6nemli rol oynamaktadir. Inaktivasyon kapisi, hizli inaktivasyon
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sirasinda kanal porlarmi kapatan homolog alanlardan DIIIS6 ve DIVSL1’i birbirine
baglayan bir dongii tarafindan gergeklestirilir (Ruiz ve Kraus, 2015; Wisedchaisri v.d.
2019).

VGSC a alt birimi Na* iletimi ile ilgili gerekli tiim yapiy1 olustururkan Na™ kanalmin
kapili kinetiginin diizenlenmesi Na* kanallarmin voltaj bagimhiliginin diizenlenmesi,
Na® kanal ifadesi ile hiicrenin adezyon etkilesimlerinde rol alan B alt birimlerine
baglanir. Boylece hiicre migrasyon ve agregasyonu diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Wang v.d., 2017). B alt birimleri temel olarak ii¢ boliimden olusur: bagimsiz bir
transmembran alan, kii¢iik bir hiicre i¢i C-ucu, ve biiyiik bir hiicre dis1 N-ucu. Memeli
genomunda, bes B alt birim proteini (B1, B1, 2, B3 ve p4) kodlayan dort adet SCN1B,
SCN2B, SCN3B ve SCN4B geni bulunur. B1 geni 19q13 kromozomunda, 2, B3 genleri
ise 11922-23 kromozomunda yer almaktadir. B2 veya B4 alt birimleri, bir disiilfid bag
yoluyla a alt birimine baglanirken, Bl ve B3 alt birimleri, kovalent olmayan bir iligki

icerisindedir (Yu ve Catterall, 2003; Ruiz ve Kraus, 2015; Wang v.d., 2017).

Hodgkin ve Huxley tarafindan tanimlanan sodyum kanallarinin voltaja bagh
aktivasyonu, hizli inaktivasyon ve segici iyon iletkenligi olmak {izere ii¢ temel 6zelligi
vardir. Hiperpolarize dinlenme durumunda agik olan sodyum kanallarinin aktivasyonu
cok diisiiktiir. Depolarizasyon sirasinda, kanallarin aktivasyonu, S4 segmentlerinin
yiikli kalintilart disa dogru hareket ettiginde meydana gelir, bu durum o alt biriminin
konformasyonel degisikliklerini baslatir ve Na+ segici kanal porlarmin agilmasinda rol
oynadig1 bilinmektedir. Kanalin agilmasindan milisaniyeler i¢cinde sodyum kanalinin
inaktivasyonu gergeklesir. Sodyum kanallarinin, milisaniyeler icinde inaktive
olan/kapanan transient/gecici kanallar oldugu bilinmektedir (Yu ve Catterall, 2003; Ruiz
ve Kraus, 2015).

Uyarilabilen hiicrelerde aksiyon potansiyelinin baslatilmasindan sorumlu olan VGSC
lerin o alt birimi amino asit dizilim benzerligine baglh olarak rakamlarla ifade edilen alt
tipleri olusturulmustur. Kanalin gec¢irdigi iyonun kimyasal sembolu ve voltaj bagimh
oldugu Nav seklinde gosterilmektedir. Daha sonraki rakam alt aile ve izoformuna (6rn:
Navl.l) isaret etmektedir (Tablo 2.4). Aminoasit dizilimleri benzer olan Navl.1den

Nav1.9a kadar dokuz alt tip tanimlanmistir. Bir de islevsel olmayan alt tip Nax ile on
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farkl o alt birim bulunmaktadir. i1k dokuz alt birim sirasiyla SCN1A, SCN2A, SCN3A,
SCN4A, SCN5SA, SCN8SA, SCN9A, SCNIOA ve SCNI1A genleri tarafindan
kodlanmaktadir (Ruiz ve Kraus, 2015; Wisedchaisri v.d. 2019). Bunlardan Navl.1,
Navl.2, Navl.3 ve Navl.7’yi kodlayan genler 20923-24 kromozomunda yer alirken,
Navl.4 ve Navl.6’y1 kodlayan genler 17q23-25 ve 12013 sirasiyla kromozomlarinda
bulunur. Bu alti kanal, yiiksek oranda Na® kanal bloguna sahip olan tetrodotoksine
(TTX) kars1 olduk¢a duyarlidir (TTX-S). Navl.5, Nav1.8 ve Nav1.9 kanallari, TTX e
degisen derecelerde direnglidir (TTX-R) ve insanlarda 3p21-24 kromozomu iizerinde
bulunan gen tarafindan kodlanir. TTX-S olan VGSCo lar, disik nM TTX
konsantrasyonlar1 tarafindan inhibe edilir ve genellikle hizli inaktivasyon kinetigine
sahiptir. Diger taraftan, TTX-R VGSCo lar, TTX tarafindan yalnizca pM
konsantrasyonlarinda inhibe edilir ve nispeten daha yavas inaktivasyon Kinetigi
sergilerler. Ayrica onuncu bir sodyum kanali Nax geni, filogenetik olarak bu kromozom
iizerindeki sodyum kanallar1 grubuyla yakindan iligkili olan insan kromozomu 2q23-
24’in sodyum kanallarinin yakiminda bulunmaktadir (Yu ve Catterall, 2003; Djamgoz
ve Onkal, 2013; Catterall v.d., 2019).

Tablo 2. 4. Insan sodyum kanallarinin (NaCh) o ve B alt birimlerinin tiirleri, doku dagilimlari ve
TTX duyarlilik (Wood ve Iseppon, 2018).

Type Gene Expression pat- TTX sensitive
tern

Na,1.1 SCN1A CN5 and PN5 +
Na,1.2 SCNZA CNS +
Na,1.3 SCN3A CN5 and PN5 +
Na,1.4 SCN&A Skeletal muscle +
Na,1.5 SCNSA Heart =
Na,l1.6 SCNBA Nodes of Ranvier +
Na,1.7 SCNIA PM5 and CN5 +
Na 1.8 SCN10A Sensory Neurons -
Na,1.9 SCN11A PM5 and CN5 -
Nax Neuronal and SCHTA

non-neuronal

tissues

VGSC ler ve alt tipleri memeli ve memeli olmayan omurgalilar dahil olmak tizere farkli

hayvan tiirlerinde tanimlanmistir (Sekil 2.23) (Yu ve Catterall, 2003; Ruiz ve Kraus,
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2015). Son yirmi yilda giderek artan sayidaki ¢alisma ile elde edilen birgok in vitro ve in
vivo kanit VGSC’lerin, kanalopatik hastaliklarin yani sira, metastatik kanserdeki roliinii
de ortaya koymustur. Kanser tiirleri ile iligkisi, 6zellikle de zayif metastatik hiicreleri
yiiksek metastatik kanser hiicreleri ile karsilastiran deneylerde gosterilmistir (Grimes
vd., 1995; Fraser v.d., 1999; Fraser v.d., 2003; Bennet v.d., 2004; Diss v.d., 2005; Fraser
v.d., 2005; Brackenbury & Djamgoz 2006; Yildirim v.d., 2012; Djamgoz ve Onkal,
2013; Djamgoz v.d., 2019; Lastraioli v.d., 2021). Prostat, akciger ve endometriyal
kanserlerde ifade edilen Nav1.7, serviks kanserinde Nav1.6 ve meme, kolon ve ovaryum
kanserinde Navl1.5 lizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda bazi VGSC bloklerinin etkileri de
arastirilmistir (Fraser v.d., 2003; Fraser v.d., 2005; Yang v.d., 2012; Djamgoz ve Onkal,
2013; Drifford v.d., 2014; Fairhurst v.d., 2014; Martin v.d., 2015; Nelson v.d., 2015;
Bugan v.d., 2016; Mohammed v.d., 2016; Bugan v.d., 2019; Djamgoz v.d., 2019; Giizel
v.d., 2019; Horne v.d., 2021).

Tiss Na,
ue. Subtype
A Central nervous 11,12
system 13,16
B | Retina 18,19
3 c Olfactory sensory 17
E neurons
;:“7 Sensory neurons and
|| D vagal sensory 17,138,
neurons innervating 19
airways
E | Heart muscle 1518

£ Nerves, musculature | TTX-s
involved in ventilation | Na s

G | Pancreatic B-cells 1.7
H | Skeletal muscle 14
I | Skin 17,18
16,17,
J | DRG neurons 1819
11119
Ad-fiber Afferent Metastatic cancer
! nerve bundle K| cells and
v B-subunits
\ . ~
R K ——ii. ‘ ’

Sekil 2. 23. Dokular ve eksprese olan Nav alt tipleri (Ruiz ve Kraus, 2015).
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2.5.2.Nav1l.5 ve Kolon Kanseri

SCNSA tarafindan kodlanan VGSC alt tipi Navl.5, kalp dokusunda eksprese
edilmektedir. Dahast1 Navl.5 VGSC kalp hiicrelerinde aksiyon potansiyelinin
tiretilmesinden sorumludur. Kanser hiicrelerinde ise Nav1.5’in iki izoformu ile
karsilasilir. Bunlar aNav1.5 insan yetiskin izoformu ve nNaV1.5 neonatal isoformudur.
nNaV1.5 alan-I’in S3 ve S4’tinde bulunan yedi amino asit bakimindan aNavl1.5
izoformundan farklidir. Bu farkliliklar, embriyonik kanala aittir ve karsilastirildiginda
nNav1.5 kanal proteininin biyofiziksel 6zelliklerinde degisiklik gostermektedir. MDA-
MB-231 metastatik meme Kanseri hiicrelerinde nNav1.5’in ekleme bolgeleri, eriskin
insanlarin kalp hiicrelerinde eksprese edilen aNav1.5’in ekleme bolgelerinden farklidir.
Bu yapisal farkligin nNav1.5 kanali igeren metastatik meme kanserinin ve kolon kanseri
ve diger kanser tiirleri i¢in de terapotik hedef olarak iyi bir ara¢ olabilecegi ileri
stiriilmektedir (Horne v.d., 2021; Lopez-Charcas v.d., 2023). Bu hipotezin, kolon ve
meme Kkanseri invasyonu ve metastazini engellemek ig¢in Nav1.5 VGSC blokerleri olan
bazi ilaglarin ve dogal bilesiklerin gelistirilmesine yol agabilecegi bilinmektedir
(Baptista-Hon v.d., 2014; Koltai v.d, 2015; Fraser v.d., 2016; Elajnaf v.d., 2018; Lopez-
Charcas v.d., 2021).

Navl.5’in CRC hiicre hatlarinda (SW620, HT29 ve SW480) yiiksek diizeylerdeki
ekspresyonu ilk olarak House ve arkadaslari tarafindan ortaya konmustur (House v.d.,
2010). CRC’de ¢ogunlukla ifade edilen Nav1.5 alt tipi nNav1.5’tir. Saglikli mukozaya
kiyasla kolorektal adenokarsinomda nNav1.5’in daha yogun, yaygin ve farkli oldugunu
ortaya koyan ¢ok sayida veri vardir. Sekil 2.24°te saglikli bir kolon epitelinin dérdiincii
asama metastatik CRC ya ilerlemesi sematik olarak verilmis ve fonksiyonel nNavl.5
proteinlerinin ekspresyonunun saglikli mukozada daha diisiik seviyede iken, metastatik
evrelerde en yiiksek seviyeye ulagmak lizere kanserin evresine bagl olarak adim adim
arttign  gosterilmistir.  Ayica nNav1l.5’in  hiicresel dagilimindaki degisiklikleri
gostermektedir. Kirmizi alanlar, fonksiyonel Navl.5 proteininin artan ifadesini
gostermekte ve yesil alan ise, hiicresel dagiliminin yayginhi§inin azaldigini tasvir
etmektedir. nNav1.5 ifadesinin diger CRC biyobelirtegleri olan hERG1, KCa3.1, VEGF-
A, Glut-1 ve EGFR ile de iliskili oldugu bilinmektedir. Elde edilen bu verilere gére
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nNav1.5’in, CRC invazivligi i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Lastraioli v.d., 2021).

w”l DY

YRUDODOOULL

HEALTHY MUCOSA  ADENOMA STAGE | STAGE I STAGE Il STAGE IV

Sekil 2. 24. Saglikli kolon epitelinde metastatik CRC ye ilerlemede nNav1.5 ekspresyonu
(Lastraioli v.d., 2021).

Lopez-Charcas v.d., 2023 yilinda yaymladiklari makalelerinde CRC hiicre hatlari
HCT116, HT29, SW480, SW620 ile kolon tiimori tiirevli birincil hiicrelerde (CTDPC)
Navl.5 kanalmin makroskopik Na® akimlarinin iiretilmesinden sorumlu ana izoform
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, SCN5A geni ekspresyon seviyeleri, kolorektal
kanserin ilerlemesi ve invazivligi ile paralellik gostermektedir. Caligmada ayrica SW620
kanser hiicrelerinde SCN5SA geninin ekspresyon seviyelerinin, diger hiicre hatlarinda
bulunanlardan on kat kadar daha yiiksek oldugu belirtilmis ve bu proteinin
ekspresyonunun esas olarak SW620 kolon kanseri hiicrelerinin plazma zarinda lokalize
oldugunu da saptamiglardir. Ayrica gen ekspresyonunun kolon tiimorlerinin anatomik
kokenlerine bagl oldugu, sag kolon tiimorlerinde down regiile iken, sigmoid timorlerde

upregiile oldugu ifade edilmistir (Lopez-Charcas v.d., 2023).

VGSC’lerin kanserin metastatik davranigindaki roliinii agiklayan bir¢ok mekanizma

onerilmistir. Ilk olarak, sodyum hidrojen degistirici tip 1 (NHE1) aktivitesini artiran
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VGSC’lerin yiiksek ekspresyonu nedeniyle sodyum iyonu akisi meydana gelir. Boylece
hiicre i¢inde pH artis1 ve hiicre disinda pH azalmasi meydana gelir. Ayrica hiicre iginde
Ca®* konsantrasyonunda da bir artis goriiliir. Bunun nedeni: (1) voltaj kapili kalsiyum
kanallarindan sodyum girmesi, (2) hizli sodyum alimi nedeniyle mitokondriden
kalsiyum salinimi ve (3) ters modda (hiicre disina sodyum ve hiicre i¢ine kalsiyum)
calisan sodyum kalsiyum degistiricisinin (NCX) aktivitesindeki artiglardir. Ayrica,
VGSC’lerin asir1 ekspresyonu ve aktivitesi, bir sitoplazmik tirozin kinaz ailesi olan Src
gibi bazi kinaz aktivitelerini arttirabilir. Src, aktin polimerizasyonunu kolaylastirir. Tiim
bu ii¢ olay, hiicre dis1 matris bozulmasina ve kanser metastazinda 6nemli bir rol oynayan
aktin bakimindan zengin yapi olan invadopodia ve podozomlarn olusumuna ve

aktivitesine neden olmaktadir (Horne v.d., 2021).

2.6. Resveratrol (RSV)

Resveratrol (RSV) (3,5,4'-trihidroksistilben), flavonoid olmayan bir polifenolik
fitoaleksindir. Bitkilerde stilben sentaz enzimi yardimiyla gevresel kosullara tepki olarak
iiretilen bir stilbenoiddir. RSV ilk kez 1940 yilinda Michio Takaoka tarafindan beyaz
karaca otunun (Veratrum grandiflorum O. Loes) kokiinden izole edilmistir (Guerrero,
2009). 1992°de Siemann, fitoaleksin olan RSV’ nin kirmizi sarapta bulundugunu tespit
etmistir. Daha sonra ileri siiriilen “Fransiz Paradoksu” teorisinde, fransizlarin yiiksek
doymus yag diyeti kullanmasina ve sigara igme oraninin ¢ok yliksek olmasina ragmen,
kardiyovaskiiler hastaliklarda diisiik insidans ve mortalite oranlarin sahip olmasinin
nedeninin, fenoller agisindan zengin, 6zellikle yiiksek RSV konsantrasyonu olan kirmizi
sarabin fazla tiiketimi oldugu belirtilmistir (Siemann 1992; Burr v.d., 1995). Jung ve
arkadaglar1 (1997) RSV’nin kemo o6nleyici 6zelliklerini ilk kez kesfetmisler ve RSV nin
kanser progresyonunun baglama, gelisme ve ilerlemesinde roliinii géstermislerdir. Buna
ek olarak, RSV’nin antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik ve nd&roprotektif
aktiviteye sahip oldugu da kanitlanmistir (Baxter, 2008; Abdur Rauf v.d., 2017).
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2.6.1. Resveratroliin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

RSV iki halkadan olusur. Bu halkalar, 3,4',5-trihidroksistilben iiretmek i¢in bir etilen
bag1 ile birbirine baglanir. RSV’nin iki olasi stereoizomeri vardir, cis ve trans-
izoformlaridir (Sekil 2.25). Trans-izoform (E) ana izoformdur, dogal olarak en kararli
olan1 ve en cok calisilan kimyasal formdur. Trans-resveratrol 1siya veya ultraviyole
radyasyona maruz kaldiginda, cis-izoforma (Z) donismektedir (Soleas v.d.,1997:
Figueiras v.d., 2011).

RSV, hiicre zarin1 pasif olarak gegebilir ve hiicresel mekanizmalar1 aktive etmek veya
Ostrojen alfa ve beta reseptorleri gibi membran reseptorlerine baglanmak igin hiicre ici
molekiillerle etkilesime girebilir, bu durum da antioksidan aktiviteden sorumlu genlerin
transkripsiyonuna yol acar. Bu nedenle de RSV fitodstrojen olarak siniflandirilmaktadir
(Gambini v.d., 2015).

OH
) h ‘ O Q
HO
OH

OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 2. 25. RSV ’nin Stereoizomerleri (Gambini v.d., 2015).

2.6.2. Resveratroliin Tiirevleri

RSV, shikimate yolu ile sentezlenmektedir. Sentezi fenilalanin veya tirozinden
baslatilabilir. Tirozinden RSV sentezi basladiginda, iki enzim tirozin amonyak liyaz
(TAL) ve 4-kumarat (4CL) tirozinin olusum asamalarini p-courmaroyl-CoA’ya katalize
eder. Fenilalanin’den sentez basladiginda fenilalanin amonyak liyaz (PAL) sinnamik asit

4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumarat enzimlerinin aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir. P-
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courmaroyl-CoA’nin trans-resveratrol’e doniistimii, RSV sentezinde en 6nemli roli
oynayan stilben sentaz/resveratrol sentaz (STS) tarafindan katalize etmektedir (Baek ve
Hasan, 2013).

Trans-resveratroliin daha fazla modifikasyonu, farkli RSV tiirevlerinin iiretilmesine
neden olmaktadir (Sekil 2.26). RSV tiirevlerin {izerinde yapilan birgok denemeye gore,
RSV tiirevlerinin biyoyararlanimi arttirdigini ve resveratrol ile karsilastirilabilir veya
hatta daha giiclii farmakolojik aktiviteler sunabilecegi ortaya koymustur (He ve Yan,
2013; Nawaz v.d.,2017; Arbo v.d., 2020).

Glikozil ..
ikozilasyon Piceid
H - Polidatin
=~ . . . —
o Hidroksilasyon Piceatannol, Dihidroksi
=] > stilben Heksahidroksi
Clﬂ stilben
o Metoksilasyon
(¢~} Pterostilben
2 Tetra metoksi stilben
(¢~) Halojenasyon
- s 4’-Bromo-Resveratrol
ﬁ 2-kloro-resveratrol
-~ izomerizasyon
p°—| > Cis-resveratrol
Oligomerizasyon
Trans-g-viniferin

Sekil 2. 26. Trans Resveratroliin Modifikasyonu.

2.6.2. Resveratroliin Biyoararlanimi

RSV’nin kimyasal yapist ve diisik biyoyararlanimi nedeniyle, siilfatlama ve
glukuronidasyon yoluyla ince bagirsak enterosit hiicrelerine absorbe ettikten sonra
metabolizmas1 baslatilmaktadir. Bazi RSV ve metabolitleri, bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan daha fazla metabolize edilmektedir. Diger RSV ve RSV metabolitleri kan
dolasimma girerek lipoproteinler, hemoglobin ve albiimin gibi kisimlara baglanarak
karacigere ulasir ve orada Faz II metabolizmasini gerceklestirir. Ayrica bobrege giderek
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orada polar RSV metabolitleri olusmakta ve bir kism1 idrara gegmektedir (Springer ve
MoCo, 2019).

RSV’nin diisiik biyoyararlaniminin, kararsizliginin ve ¢Oziiniirligiiniin iistesinden
gelmek i¢in, arastirmacilar bu 6zellikleri gelistirmek, oral biyoyararlanimi artirmak ve
hiicrelere iletebilmek i¢in farkli yontemler arastirmislardir. RSV, serum albiimin, (-
laktoglobulin, hemoglobin, fibrinojen ve LDL protein tasiyicilar1 gibi (Urpi-Sarda v.d.,
2005; Lu v.d., 2007; Pantusa v.d., 2014; Gligorijevi¢ v.d., 2020) ve emiilsiyon bazli
sistemler, lipozom/noizom bazli sistemler, inkliizyon kompleksi sistemleri ve
biyopolimer partikiil gibi kapsiilleme teknolojisi sistemlerdir (Pardo ve McClements,
2014). Ayrica enzim ve molekiillerin Escherichia coli, Saccharomyces Cerevisiae gibi
mikrobiyal konakgilara indiikklenmesi yoluyla daha fazla ¢6ziinmesi ve
biyoyararlaniminin arttirilmasi yoniinde denemeler yapilmistir (Chimento v.d, 2019;

Thapa v.d, 2019).

2.6.2. Dogada Resveratrol

RSV, 34 familyaya ait yaklasik 100 bitki tiirlinde farkli kosullara tepki olarak dogal
sekilde tretilen bir fitoaleksin olarak yer alir. Genellikle mantar veya parazit
enfeksiyonu gibi patojen enfeksiyonu nedeniyle {iretilir. Ayrica kesme, ezme,
ultraviyole radyasyon, kimyasal maddeler, olumsuz hava kosullar1 gibi fiziksel

zararlardan dolayi da tiretilir (Buhrmann v.d., 2017).

RSV’nin en zengin kaynagi, “Hu Zhang” olarak da bilinen Polygonum Cuspidatum
otunun kok ekstreleridir. Bu bitki, Cin ve Japonya’da geleneksel tedavide binlerce yildir
yaygin olarak kullamlmaktadir. Once oksiiriik, hepatit, sarilik, adet gérememe gibi
bircok hastaligin tedavisinde daha sonra ise, kalp damar hastaliklari, iltihaplar,

enfeksiyonlar ve sinir koruyucu olarak da uygulamislardir (Zhang v. d., 2013).

RSV, taze liziim, yer fistig1, antep fistig1, kakao iceren ve cikolata iirlinleri, kizilcik,
yaban mersini ve ¢ilek tiirleri dahil olmak {izere bir¢ok dogal iiriinde bulunmaktadir
(Sekil 2.27) (Tokusoglu v.d., 2005; Hurst v.d., 2008; Koushki v.d., 2018; Tian ve Liu,
2019). Kirmiz1 sarap, DNA’da mutasyonlara neden olmasina, bir¢ok kanser tiirii ve
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diger hastaliklar igin yiiksek risk igermesine ragmen, yiiksek oranda RSV, ozellikle de
trans-resveratrol igermektedir. Daha fazla RSV iceren diger yiyeceklerin varligina
ragmen kirmizi sarap, hala en inliisiidiir ve pek ¢ok arastirmanin dikkatini ¢ekmistir

(Geana v.d., 2015).

Uzim Yer Fistign Fistik KO-JO-KON
Vitis vinifera Arachis hypogaea Pistacia vera Polygonum

Cuspidatum

Farkh cilek tlrleri Beyaz Karaca Ot kakao igeren ve
Vaccinium Veratrum cikolata dUriinleri
macrocarpon grandifiorum

Sekil 2. 27. Bazi resveratrol kaynaklari.

2.6.3. Resveratroliin Farmakolojik Etkileri

Fransiz Paradoksunun ortaya ¢ikmasindan sonra, RSV’nin kardiyovaskiiler hastaliklar
tizerindeki etkisine olan ilgi bilim adamlar tarafindan daha da artmistir. RSV’nin
hipertansiyon, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon ve kalp yetmezligi gibi bir¢ok
kardiyovaskiiler hastalik i¢in terapdtik stratejilerin gelistirilmesine yol agabilecek
kardiyovaskiiler koruyucu bir kapasiteye sahip oldugu kanitlanmistir (Das v.d.,2010;
Petrovski v.d., 2011).

RSV, vazodilatasyon aktivitesinden sorumlu olan nitrik oksit (NO) biyoyararlanimin
dolayli olarak iyilestirir ve bdylece kan basicinin yiikselmesini dnler. RSV, kolesterol
sentezinden sorumlu enzim olan HMG-CoA rediiktazin (HMGR) asag1 regiilasyonu ile
kolesterol seviyesini diislirlir ve ox-LDL olusumunu azaltir (Cho v.d., 2008). RSV
ayrica hiicre i¢i ROS olusumunu, LOX-1’in asagi regililasyonunu inhibe ederek ve p38

MAPK sinyal yolunu bloke ederek makrofajlarin kopiik hiicrelere dontisiimiinii de
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engellemektedir (Guo v.d., 2014). RSV’nin interlokin (IL)-6 ve I1L-8, PGE2, COX-2 ve
matris metalloproteinaz-9 (MMP-9) gibi inflamasyonla ilgili bazi proteinleri
diizenleyebilecegi saptanmustir (Scoditti vd, 2012; Wakabayashi ve Takeda, 2013). RSV
dahil baz1 polifenoller iizerinde yapilan ¢alismalara gére bunlar VGSC’yi inhibe ederek
kardiyoprotektif bir etki gostermektedir (Wallace v.d., 2006). 2020’de birgok analize
RSV’nin kardiyovaskiiler hastalarda COVID-19’un hastalik siddetini azaltmadaki
aktivitesini bildirmistir (Gligorijevic v.d., 2020).

RSV kan beyin bariyerini gegebildiginden, nérodejeneratif bozukluklara kars1 koruyucu
veya engelleyici etkiye sahip oldugu saptanmistir. RSV, Alzheimer, Parkinson,
Huntington hastaliklari, Amyotrofik Lateral Skleroz ve Epilepsi gibi farkli
norodejeneratif hastaliklarda etkinlik gosterir. RSV, Alzheimer hastaliginda B-amiloid
olusumundaki yanlis katlanmis protein birikimini, Parkinson hastaliginda ise lewy
cisimciklerinin intrasitoplazmik birikimini ve Huntington hastaliginda Huntingtin
protein birikimini engelleyebilecegi saptanmistir. Ayrica norodejeneratif hastaliklarda
goriilen noronal hiicre Oliimiinii ve glial hiicre inflamasyonunu 6nleyen antioksidan
koruyucu bir aktivite gosterir. Bu koruyucu 6zelligini, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
toksik aktivitesini veya nitrik oksit seviyelerini azaltarak gerceklestirmektedir. RSV,
sirtuin-1 (SIRT1), P53 ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3pB) ve inflamatuar protein
COX-2 gibi farkli protein ekspresyonunu degistirerek mekanizmasini gostermektedir

(Sunv.d., 2010; Tellone v.d., 2015).

RSV, farkli mekanizmalarla anti-obezite ve anti-diyabetik etkiye de sahiptir (Hoca v.d.,
2021). RSV, yiiksek kan sekeri seviyesini disiirebilir vee AMPK’yi aktive ederek
hiicreler tarafindan alimini diizenler, pankreas B-hiicrelerinin islevini korur ve gelistirir,
insiilin seviyelerini ise SIRT-1’e bagl bir sekilde diizenlemektedir. Ayrica kolesterol ve
viicuttaki yag birikimini azaltabilir (Thadhani, 2019). RSV’nin diyabetin neden oldugu
retinopati gelisimini azaltabilecegi veya engelleyebilecegi ortaya konmustur (Nanjan ve
Betz, 2014).

DNA hasari, mutasyonlar, oksidatif stres ve protein birikimi, apoptoz, mitokondriyal
hasar ve iltihaplanma gibi yaslanmaya yol agan bir¢cok faktdr yaslanmaya bagh

norodejeneratif, kardiyovaskiiler, sarkopeni, osteoporoz ve infiltrasyon gibi hastaliklarin
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ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. (Pyo v.d., 2020). Hayvanlarda SIRT1 veya
mayalarda veya digerlerinde Sirl’in, yaglanma siirecini diizenlemek ve azaltmak igin
RSV tarafindan aktive edilebilen biiyiikk bir molekiil oldugu kanitlanmistir. Ancak
RSV’nin yaslanma karsit1 olarak etki mekanizmalar1 gok karmasiktir, ¢linkiit AMPK gibi
diger yollar1 da aktive etmektedir (Kala v.d., 2012; Zhou v.d., 2021).

RSV’nin pro-oksidan ve antioksidan aktivitesi, ROS veya bakir gibi metal selatlama
ajanlarmin neden oldugu DNA parcalanmasini engelleyerek kanserin baglamasini
onledigi belirlenmistir (Fukuhara v.d., 2005; Lastra v.d., 2007). RSV, ROS’u 1.
antioksidan enzimlerin seviyelerini artirarak (Martinez ve Morenoa, 2000; Yen v.d.,
2003), 2. Lipid peroksidasyonunu inhibe ederek (Lastra v.d., 2007), 3. veya
oksidorediiktaz enzimi kinon rediiktaz 2’nin (QR2) dogrudan inhibisyonu ile olmak
tizere li¢ mekanizma ile inhibe etmektedir (John v.d., 2014).

2.6.4. Resveratrol ve Kanser

RSV’nin kemo 6nleyici etkisinin 1997 yilinda ilk kesfedilmesinden sonra, arastirmacilar
RSV’nin kemo onleyici dogal bir bilesik olarak kabul edilen yontemler veya yollarini
anlamaya ¢alismiglardir. Pek ¢ok arastirmayla, RSV’nin antioksidan, antiapoptotik ve
anti-metastatik aktiviteye sahip olmasi, RSV’'nin kemo o6nleyici 6nemli dogal bilesik

olarak degerlendirilmesini saglamaktadir.

RSV apoptoz lizerinde yaptig1 etki sonucu kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ederek, anti-timoral bir aktivite gostermektedir. Meme, kolon, prostat, pankreas,
akciger, ovaryum, mide, glial, deri, kan ve kemik iligi dahil olmak iizere pek g¢ok
kanserde apoptozu indiikledigi kanitlanmistir (Ding ve Adrian, 2002; Garvin v.d., 2006;
Shimizu v.d., 2006; Harper v.d., 2007; Juan v.d., 2008; Wu v.d., 2014; Zulueta v.d.,
2015; Sinha v.d., 2016; Yousef v.d., 2017; Liu v.d., 2018; Chen v.d., 2019; Huang v.d.,
2019). RSV bazi proteinleri aktive ederek veya inhibe ederek apoptotik aktiviteyi
indiiklemektedir (Sekil 2.28). Hiicre siklusunu durdurarak veya apoptoz yoluyla kanser
hiicredeki proliferasyonunu inhibe eden, tiimor baskilayici protein P53, RSV i¢in 6nemli

bir hedeftir. RSV, P53’1 integrine baglanarak veya mitojenle aktive olan protein kinazi
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(MAPK ve ERK 1/2) aktive ederek aktive edebilir. Daha sonra P53, bagimli veya
bagimsiz mekanizmalarla apoptozu indiikleyebilir. Bu, apoptoz ile ilgili genlerin
aktivasyonlar1 dogrudan veya anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerle etkilesim
yoluyla yapilir. CRC hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada meydana geldigi gibi, RSV,
sirastyla Bcel2 ile iliskili X, apoptoz diizenleyici (BAX) ve Bcl2 baglayici bilesen 3
(PUMA) dahil olmak iizere apoptozu indiikleyen P53°ii indiikledigi saptanmistir (Zhang
v.d, 2004; Lin v.d., 2011; Ferraz da Costa v.d., 2017, Ferraz da Costa v.d., 2018; Liu
v.d., 2019).

Ayrica, BCL-2 ailesi proteinlerinin diizenlenmesi, RSV’'nin apoptozu indiiklemek i¢in
yaptign mekanizmalardan biridir. izole edilmis kolorektal anormal kript odaklarinda
gosterildigi gibi RSV, BCL-2 ailesi proteininden Bax birinin ekspresyonunu arttirdigi
saptanmistir (Tessitore v.d., 2000). Prostat kanserinde Bax, Bak, Noxa ve Bim gibi
BCL-2 ailesi pro apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigini  kanitlanmistir
(Shankar v.d., 2007). RSV’nin insan prostat karsinomu (LNCaP) hiicre hatlarinda,
digerlerinde oldugu gibi apoptozun inhibisyonunda O6nemli bir rol oynayan
fosfatidilinositol 3’-kinaz (PISBK/AKT) yolunun inhibisyonu yoluyla apoptozu
indiikledigi de tesbit edilmistir (Aziz v.d., 2006). Ayrica RSV, JAK/STAT
fosforilasyonunu inhibe ederek mitokondriyal hiicre 6liim yolunu indiiklemis ve boylece
deri ve osteosarkom kanser hiicrelerinde JAK/STAT hedef genlerinin transkripsiyonunu
bloke etmistir (Madan v.d, 2008; Peng ve Jiang, 2018).

RSV’nin, G1/S fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini1 destekledigi ve HPV E6 ve HPV
E7 proteinlerinin Hela serviks kanseri hiicre hatlarinda ve in vivo olarak farelerdeki
ksenograftlarda ekspresyonu inhibe ederek apoptozu indiikledigi ortaya konmustur (Sun
v.d., 2021). RSV, pro apoptotik proteinlerin diizenlenmesine ek olarak, Bcl2 ve Bel-XL
gibi anti apoptotik proteinlerin asagi regiilasyonunu da uyarir (Shankar v.d., 2007).
Meme kanserinde 1s1 soku proteini (Hsp27) anti-apoptotik aktiviteye, ilag direncine ve
timor hiicresi proliferasyonuna sahiptir. RSV, Hsp27 ekspresyonunu inhibe eder ve
RSV’nin Hsp27 siRNA (Small interfering (si)RNA-aracili susturma) ile kombinasyonu
ayrica kaspaz 3-bagimli yol ile apoptozu indiikleyebilmektedir (Ugar ve Sengelen;
2019).
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Sekil 2. 28. RSV nin apoptotik aktivitesi.

Tian ve Yu (2015), RSV’nin; K562 insan 16semi hiicrelerinin proliferasyon ve apoptoz
stireclerinde rol alan hiicre membranindaki sfingolipid metabolit ve kinazlarindan
sfingosin kinaz 1 (SphK1) ve sfingosin-1-fosfat (S1P) ve seramid seviyelerini
diizenleyerek, apoptozun artmasini sagladigi ve kanser tedavisi i¢in umut verici bir

bilesik oldugunu belirtmistir.

In vivo caligmalarla ilgili olarak, RSV anti proliferatif ve apoptotik aktivitesini
incelemek {izere hayvanlarda bir¢ok calisma yapilmistir (Carter v.d., 2014). Meme
kanserli siganlara giinlik 100 mg RSV verilmesi, hiicre proliferasyonunda azalma ve
apoptotik aktivitede artis gostermektedir (Chatterjee v.d., 2011). Karaciger kanserinde,
yiksek RSV ile tedavi edilen hayvanlarda, RSV apoptotik aktivitesini, Bax
ekspresyonunu artirarak ve Bcl2 ekspresyonunu azaltarak ortaya koyar (Bishyee ve
Dhir, 2009). Insanlarda RSV'nin anti proliferatif aktivitesini inceleyen birkag¢ klinik
¢aligma bulunmaktadir. Ancak RSV’nin biyoyararlaniminin diisiik olmasi nedeniyle, bu
klinik caligmalar RSV’nin kanser oOnleyici tedavi olarak kullanilmasinin yeterli

olmadigini belirtmektedir (Ko v.d., 2017).

RSV, PI3K/AKT, MEK/ERK, WNT/B-katenin, TGF-B1/Smad, AKT/GSK-3B/Snail

benzeri yollardaki faktorleri, proteinleri ve enzimleri diizenleyerek EMT’yi inhibe
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etmektedir (Ji v.d., 2015; Kim v.d.,2016; Cilibrasi v.d., 2017; Zhao v.d., 2018; Yuan
v.d, 2019).

RSV tedavisi, EMT ile iligkili bir belirte¢ olan B-katenin, vimentin ve fibronektin
ekspresyonunu indiikleyebilir ve bir epitel hiicre adezyon molekiilii olan E-cadherin
ekspresyonunu baskilayabilir. Bunun, doksorubisine direncli mide kanseri ve akciger
kanseri dahil olmak tiizere bir¢ok kanserde meydana geldigi gosterilmistir (Wang v.d.,
2013; Xu v.d., 2017). MDA-MB-231 insan meme ve A549 akciger kanserinde, RSV
tarafindan donistiiriicii biiytime faktori TCF-B’nin inhibisyonu, EMT’yi indiikleyen
transkripsiyon faktorlerini Snail ve Slug ekspresyonunu inhibe ettigini saptanmistir
(Wang v.d., 2013; Sun v.d., 2019). Ayrica RSV’nin, ovaryum kanseri hiicrelerinde Snail
ekspresyonunun asagi diizenlenmesine yol agan MAPK/Erk yolunun diizenlenmesi

yoluyla sisplatin kaynaklit EMT yi inhibe ettigini gostermistir (Baribeau v.d., 2014).

RSV farkli kanser tiirlerinde farkli proteinlerin ekspresyonunu diizenleyerek hiicrelerin
invazyon ve metastazini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir (Tang v.d., 2008; Wu, 2008;
Sheth v.d, 2012; Ji v.d., 2013; Yeh v.d., 2013; Bai v.d., 2016; Buhraman v.d., 2017).
RSV, prostat kanserinde Akt/MicroRNA-21 yolu gibi farkli yollar1 diizenleyerek veya
hepatoseliiler karsinomda SP-1 transkripsiyon faktoriinii modiile ederek metastaz1 ve
invazyonu diizenleyebilecegi ifade edilmistir (Sheth v.d, 2012; Yeh v.d., 2013). insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF-1), ER-negatif insan meme kanseri hiicrelerinde diisiik
diizeyde eksprese olmasina ragmen, PI-3K/Akt sinyal yolunu diizenleyebilir ve
migrasyonu indiikleyebilir. RSV, meme kanserinde IGF-1 aracili hiicre migrasyonu
inhibe ettigini gostermistir (Tang v.d., 2008). T24 mesane kanseri hiicrelerinde RSV,
migrasyon ve invazyonun inhibisyonu ile anti-metastatik aktivite gosterir. Bu, MAPK
(JNK ve ERK) fosforilasyonunun inhibisyonu ve dolayisiyla MMP-2 ve MMP-9’un
doza bagli bir sekilde inhibisyonu ile gerceklesir (Bai v.d., 2016). Metastaz ile iligkili
olarak Akciger Adenokarsinom Transkripsiyon 1 (RNA-MALAT1) CRC gibi metastatik
kanserlerde asir1 eksprese edilmektedir. RSV (50 uM) ile MALAT1 inhibisyonu,
invazyon ve metastazlar1 diizenleyen baska bir protein olan [-katenin niikleer
translokasyonunu inhibe ettigi gosterdi. Boylece B-katenin akis asagi hedef genleri C-

Myc ve MMP-7’nin ekspresyonunu inhibe eder (Ji v.d., 2013). Buhraman v.d. (2017),
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apoptozu, anti-proliferatif aktivitesi ve bazi hiicre sinyal yollar1 {izerine RSV nin etkisi
pek cok arastirma ile degerlerindirilmistir. Literatiirde, kanser hiicrelerinde ekspresyonu
yiiksek olan VGSC ler, 6zellikle de metastatik aktivite {izerine RSV etkisini arastiran
siirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir. VGSC lerden Navl.7 nin asir1 eksprese edildigi
yiliksek metastatik Mat-LyLu prostat kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada RSV,
hiicrelerin HCT116 ve SW480 kolon kanseri hiicrelerinde RSV, fokal adezyon molekiilii
FAK, NF-kB ve bagimli gen iiriinlerini inhibe ederek hiicre invazyonu, metastazi ve
apoptozu inhibe edebilecegini saptamistir. Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF-1),
hipoksi altindaki hiicrelerde anjiyogenez, invazyon ve metastazda rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriidiir. RSV, kolon kanseri hiicrelerinde hipoksi ile indiiklenen
metastazda HIF-1 ve regiile edilmis genlerini (VEGF ve MMP-9) inhibe etmistir (Wu,
2008).

Kanser hiicrelerinin apoptozu, anti-proliferatif aktivitesi ve bazi hiicre sinyal yollari
iizerine RSV nin etkisi pek ¢ok arastirma ile degerlerindirilmistir. Literatiirde, kanser
hiicrelerinde ekspresyonu yiiksek olan VGSC ler, 6zellikle de metastatik aktivite lizerine
RSV etkisini arastiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. VGSC lerden Navl.7 nin
asir1 eksprese edildigi yliksek metastatik Mat-LyLu prostat kanseri hiicreleri ile yapilan
bir calismada RSV, hiicrelerin lateral ve transvers hareketlerini inhibe ederek, hiicrenin

migrasyon ve invazyonunu baskiladigi saptanmistir (Fraser v.d., 2014).
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3. MALZEME VE YONTEMLER

3.1. CRC Hiicre Hatlan ve Yetistirilmesi

Calismada iki farkli CRC hiicresi kullanmis olup, bunlardan SW620 hiicreleri kolorektal
adenokarsinomali bir erkek hastanin metastatik lenf nodundan (Dukes tip C) elde
edilmigtir. Diger hiicre hatt1 ise, kolorektal adenokarsinomaya sahip kadin hastadan
cikarilan I. evre primer timdrden elde edilen HT29 hiicreleridir. Yiiksek metastatik
ozellikteki SW620 kolon kanseri hiicre hatt1 (Sekil 3.1), Dokuz Eyliil Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarindan ve diisiik metastatik
ozellikteki HT29 kolon kanseri hiicre hatt1 ise, Istinye Universitesi Kanser Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden (Sekil 3.1) getirilmistir. Her iki hiicre hatt1 da 37°C de % 5
CO,, ve % 95 nem igeren inkiibatorde optimal kiiltiir kosullar1 altinda % 10 FBS ve % 1
L-glutamin ile desteklenmis RPMI 1640 medyumu (Capricorn) iceren petrilerde
yetistirmistir (Gao v.d, 2015; Clerici v.d., 2021).

a. SW620 b. HT29

.)\

Sekil 3. 1. Yiiksek metastatik SW620 ve diisitk metastatik HT29 kolon kanseri hiicreleri (10x)
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3.2. Farmakolojik Ajanlarin Hazirlanmasi

RSV (Sigma) satin alindiktan sonra, hiicreler tizerindeki toksisitesi de dikkate alinarak
Iml dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek 100 mM RSV hazirlanmistir. RSV
stok c¢ozelti stabilitesini korumak {iizere -21°C’de saklanmis ve deney esnasinda
kullanimdan hemen oOnce taze olarak medyum ile istenilen 0,5 uM ve 1 pyM RSV

konsantrasyonlarina seyreltilerek kullanilmistir.

RSV, DMSO da ¢6ziindiigii i¢in deneylerde kontrol grubunun yani sira bir de negatif
kontrol olarak DMSO grubu yer almistir. En yliksek konsantrasyon olan 300 uM RSV
% 0,3 DMSO igermektedir ve bu miktar deneylerde negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Spesifik VGSC blokeri olan TTX hiicrelerin migrasyon ve invazyonlart iizerindeki
bloke edici etkisini saptamak iizere g¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir
(Y1ldirim v.d., 2012). Toz halde satin alinan 1 mg TTX (Alomone labs) 1 ml distile su
icinde ¢oziilerek 3mM stok solusyon elde edilmistir. Hazirlanan TTX stok ¢ozeltisi,
stabilitesini korumak i¢in kiiclik miktarlara boliinerek kullanilincaya kadar -21°C’de

saklanmustir.

3.3. Hiicre Biiyiime Analizi

Hiicrelerin biiylime egrilerinin ortaya konulmasi igin, SW620 ve HT29 hiicreleri ile
biiyiime deneyi yapilmistir. Bliylime deneyinde MTT yontemi kullanilmis. 96 kuyucuklu
hiicre kiltiir pleyti kullanilmis ve her kuyucuga 2x10°, 4x10°, 6x10°, 8x10°, 10x10°,
12x10° ve 14x10° hiicre olmak iizere farkli sayida hiicre ekilmistir. Yukarida 6zellikleri
aciklanan kiltir medyumlar1 eklenmistir. Medyumlar her 24 saatte degistirilmistir.
SW620 ve HT29 hiicrelerinin 24. ve 48. saattaki biiylimelerini saptamak tizere MTT
yontemi kullanilmig, pleytin kuyucuklarindaki medyumlar ¢ikarilarak, 3- (4,5-
dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) eklenmis ve pleytler dort saat
karanlikta tutulmustur. Bu siire esnasinda sar1 renkli tetrazolyum tuzu canli hiicrelerin
mitokondri aktivitesi sonucunda, mor renkli formazan kristallerini olusturmustur. Dort

saat sonra MTT ¢ikarilarak kuyucuklara organik ¢o6ziicii olarak DMSO ve glisin
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eklenmistir. Canli hiicre sayisina paralel olarak olusan mor formazan kristalleri organik
¢oziici DMSO ve glisin eklenmesi ile pembe-mor renk meydana gelmistir (Sekil 3.2).
Tim kuyucuklar, bir mikroplaka absorbans okuyucusunda (iMarkTM BioRad) 570 nm
dalga boyunda okunmustur. Her hiicre hatt1 i¢in deney minimum ii¢ kez tekrarlanmis ve
elde edilen absorbans degerlerinden hiicre sayisi ile zamana bagli olarak biiylime grafigi

cizilmistir.
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Sekil 3. 2. DMSO ve glisin ilave edildikten sonra absorbansi 6lgiilecek hiicre pleyti.

3.4. Toksisite

Kullanilan farmakolojik ajan, RSV’nin SW620 ve HT29 hiicreleri iizerinde toksik etkisi
olup olmadigini belirlemek {izere tripan mavisi yontemi kullanilmigtir. Toksisite deneyi
icin alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerine kuyucuk basmna 3x10* hiicre ekilmistir.
Kiiltir medyumu ile gece boyunce 37°C sicakliktaki % 5 CO; inkiibatorde tutulmustur.
24 saatte hiicreler invert mikroskopta kontrol edildikten sonra kontrol grubu igin
hiicrelere kiiltir medyumu, deney gruplarina ise, 1 uM , 20 uM , 50 pM ve 100 pM
RSV ile negatif kontrol olarak, DMSO igeren kiiltir medyumu uygulanmistir. Bundan
sonraki her 24 saatte medyum degistirilmis ve 48 saatlik RSV uygulamasindan sonra
medyum kuyucuklardan ¢ikarilmis ve 0.2 ml tripan mavisi 0.8 ml kiiltiir medyumu ile
10 dakika bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra petrilerdeki tripan mavisi atilmis ve FBS
icermeyen taze kiiltiir medyum eklenmistir. 40x objektifte invert mikroskop kullanarak,
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40 alandaki mavi renkli 6li hiicreler ile boyanmamis canli hiicreler sayilmistir. Her
hiicre hatt1 i¢in deneyler ii¢ paralel olarak yiiriitiilmiis ve 6l hiicre yiizdesi hesaplanarak

grafik cizilmistir.

3.5. Hiicre Proliferasyonu

Farmakolojik ajan olarak kullanilan RSV’nin kolon kanseri yiiksek metastatik SW620 ve
diisiik metastatik HT29 hiicre hatlarinin proliferasyonu tizerindeki etkisi MTT yontemi
ile degerlendirilmistir. Bu amagla, 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin her kuyucuguna
2x10* hiicre ekmistir. Kontrol grubuna kiiltir medyumu, negatif kontrol grubu igin
DMSO ve deney gruplarina ise, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM,
200 pM, 300 pM RSV konsantrasyonlar1 iceren medyumlar eklenmistir. 24. ve 48.
saatlerde hiicre proliferasyonunu saptamak amaciyla, her kuyucuktaki medyum
cikarilarak MTT solusyonu konulmustur. 37°C de dort saatlik inkiibasyon sonrasinda
MTT ¢ikarilarak DMSO ve glisin tamponu ilave edilmistir. DMSO eklenmesi
sonrasinda olusan boya absorbansi mikroplaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda
olgtilmistiir. Proliferasyon deneylerinde her grup i¢in 4 kuyucuk kullanmis ve deneyler
minimum ig tekrarli olarak yiiriitiilmistiir. Kontrol grubundan elde edilen degerler bir
(1) kabul edilerek deney gruplari normalize edilmistir. iki farkli dzellikteki kolon
kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine RSV’nin etkisi 24. ve 48. saatlerde
degerlendirilmis, elde edilen sonuglar kontrole oranla hesaplanmis. £SE ile birlikte

grafik haline getirilmistir.

3.6. Apoptoz Analizi

RSV’nin yiiksek metastatik SW620 ve diisilk metastatik HT29 kolon kanser hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in, Annexin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti
kullanilmistir. Annexin V-FITC Kiti, iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde
kullanilarak akis sitometrisi ile hiicre zarinin dis katmanindaki fosfatidilserin
saptanmustir. Kit igerisinde ayrica, degra edilmis zara giren niikleus ve kromozomu kars1

boyayan propidyum iyodiir (PI) bulunmaktadir. 10x10” hiicre alt: kuyucuklu pleytlere
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ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. 24 ve 48 saatlerde kontrol grubu kiiltiir medyumu
ile degistirilmis, deney gruplar1 ise, 0,5 pM ve 1 pM RSV uygulanmistir. 48 saat
sonrasinda hiicreler tripsin EDTA ile toplanip 2500 X g’de santriifj edilmistir. PBS ile
yikandiktan sonra 200 pL baglama tamponu (1X) i¢inde yeniden siispansiyon haline
getirilmigtir. 5 uLL Anneksin V-FITC eklenerek pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 15
dakikalik karanlikta inkiibasyondan sonra hiicrelere 5 plL propidium iyodiir eklenmistir.
Apoptotik sonuclar FACS (BD Accuri ™) analizi ile gerceklestirilmis ve grafikler

¢izilmistir. Her hiicre hatti i¢in deney ii¢ kez tekrarlanmastir.

3.7. Koloni Olusumu

Yiiksek metastatik SW620 ve diisiikk metastatik HT29 hiicre hatlarinin koloni olusumlari
tizerine RSV’nin etkisi, koloni olusum testi ile degerlendirilmistir. Koloni olusum
testinde altilt hiicre kiiltiir pleyti kullanilmis ve kuyucuk basina 400 hiicre ekmistir.
Kiiltiir medyum ile gece boyunce inkiibatérde inkiibe edilmistir. 24. ve 48. saatlerde
kontrol grubu kiiltiir medyumu ile deney gruplari ise, 0,5 uM , 1 uM RSV ile, pozitif
kontrol olan TTX grubu da 600 nM TTX iceren medyum ile degistirilmistir. 48 saatte
tim gruplardaki medyumlar ¢ikarilarak normal kiiltir medyumu eklenmistir. Tim
gruplardaki hiicreler biiylimeye birakilmis ve her dort giinde bir normal kiiltiir medyumu
ile hiicrelerin taze medyum almasi saglanmistir. 15 giin sonunda tim medyumlar
¢ikarilarak hiicreler PBS ile yikanmistir. Koloni olusturan hiicreler 5 dakika boyunca
metanol/asetik asit (3/1) ile tesbit edilmistir. Metanol/asetik asit ¢ikarildiktan sonra %0.5
kristal viyole ile 15 dakika boyanmistir. Distile su ile yikanip, oda sicakliginda
kuruyuncaya kadar beklenmis ve karanlikta saklanmustir. Invert mikroskop kullanilarak
rastgele 40 alandaki koloni sayisi tespit edilerek grafikleri ¢izilmistir. Deneyler {i¢ kez

tekrarlanmistir.
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3.8.Lateral Hareket /Hiicre Migrasyonu (Motilite)

Yiiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 kolon kanseri hiicre hatlarinin
lateral hareketini (migrasyon) in vitro olarak incelemek tizere “wound healing” yara
iyilesme deneyi uygulanmistir (Fraser v.d., 2003). Deney 6ncesinde 35 mm’lik petrilerin
alt kismina ti¢ paralel ¢izgi, ardindan bu ¢ ¢izgiye dik 15 paralel ¢izgi ¢izilerek (Sekil
3.3), her bir petriye 65 x10° hiicre ekilmistir. Tiim gruplardaki hiicrelere normal kiiltiir
medyumu ilave edilmistir. Normal kiiltir medyumunun eklenmesinden 24 saat sonra
steril pipet ucu yardim ile ii¢ ¢izginin bulundugu yerde "yara" agilmistir. Cizgilerin
kesistigi noktalardaki yara geniglikleri, invert mikroskopta mikrometrik okiiler ile
Olglilerek, 0. saatteki yara genisligi (W0) kaydedilmistir. Petrilere kontrol, pozitif
kontrol olarak TTX ile 0,5 uM ve 1 uM RSV medyumlari taze sekilde ilave edilerek, 24.
ve 48. Saatlerdeki yara genisligi (Wt) yeniden 6l¢iilmiis ve medyumlar: degistirilmistir.
Elde edilen degerler MI = 1 — (Wt — WO0) formiiliinde yerine konularak migrasyon
indeksi (motilite indeksi=MI) hesaplanmistir. (WO, 0. saatteki yara genisligi; Wt ise, 24.
veya 48. saatlerdeki yara genisligi) (Fraser v.d, 2003). Her grup igin ig¢ petri

kullanilmistir ve deneyler en az {i¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 3. 3. Lateral hiicre hareketi migrasyon indeksi i¢in petrinin alt yliziine yapilan ¢izim.
3.9.Transverse Migrasyon ile invazyonu

Yiiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 hiicrelerin bazal membrandan

invaze olma kapasitelerinin yani hiicrenin transverse hareketinin degerlendirilmesi i¢in,
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kontrol, TTX , 0,5 uM ve 1 uM RSV i¢in plate igerisine yerlestirilen steril insertlere,
medyum ile 1/8 oraninda diliie edilmis +4 °C’deki matrigel konulmustur. 37 °C’de gece
boyunca beklenmistir. Daha sonra insertler L-glutaminli serumsuz soguk medyumla 6
saat rehidratasyon yapilmustir. Her inserte 4x10” hiicre ekilmis ve hiicrelerin hareketi
icin serum gradienti (insert % 0.1, pleyt ise % 1 serum igeren medyum ile)
olusturulmustur (Sekil 3.4). 48 saat sonra medyumlar ¢ikarilmistir, insertlerin igi
pamuklu cubuk yardimi ile dikkatlice temizlenmis ve -4°C’de olan metanol ile 15
dakika fikse edilmistir. Kristal viyole ile 15 dakika boyandiktan sonra, invert
mikroskopta 40x objektif ile insert basina 12 alanda hiicre sayimmi yapilmis ve gruplar
arasi farklar hesaplanmistir (Fraser, v.d., 2016; Xu v.d, 2017; Rizaner v.d., 2020). Her

deney grubu i¢in minimum {i¢ insert kullanilmis ve deney ii¢ kez tekrarlanmistir.

M insertlere hiicre

siispansiyonu eklenir.

Transverse migrasyon
yapan hiicreler alt tarafina
gecer.

Transverse migrasyon
yapan hiicreler boyamr ve
sayilir.

Sekil 3. 4. Transverse migrasyon protokolu.

3.10. istatistiksel Analiz

Tiim denylerden elde edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamalar1 ve her bir ortamaya
ait standart hata (+SE) seklinde verilmistir. Istatistiksel analiz, SPSS siiriim 13.0
kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in t-
testi ve paird t-testi kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda P<0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir.

65



4. BULGULAR

Calismada, bitkilerde yiiksek oranda bulunan dogal polifenollerden RSV’nin, kolon
kanserinde ekspresyonu artan Nav1.5 VGSC iizerindeki roliinii belirlemek iizere yiiksek
metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin proliferasyonlar ve apoptotik
Ozellikleri saptanmis ve metastatik davranist  etkileyen  hiicrenin lateral
hareketi/migrasyonu, transvers invazyonu ile koloni olusumu, in vitro olarak

arastirilmistir.

4.1. Hiicrede Biiyiime

RSV’nin etkisi arastirllmadan 6nce hem yiiksek metastatik SW620 hem de diisiik
metastatik HT29 hiicrelerinin in vitro ortamdaki biiytime 6zellikleri belirlenmistir. Farkli
sayida ekilen hiicrelerin MTT yontemi ile absorbans: belirlenmis olup grafik gizilerek,
standart egri ile iligkisi verilmis ve korelasyon katsayisi (R?) saptanmistir. SW620
hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerdeki hiicre sayisi ile absorbans arasinda ¢izilen grafigi
Sekil 4.1 de verilmistir. Sekil 4.1 de goriildigii gibi, SW620 hiicre sayisinin artigina
bagl olarak 24. ve 48. saatlerde absorbansin dogru orantili olarak arttig1 ve hiicrelerin
eksponansiyel bir bityiime gosterdikleri goriilmektedir. SW620 hiicrelerinden elde edilen
korelasyon Kkatsayis1 (R?), sirastyla 0,9499 ve 0,932 olarak saptanmustir. 48. saatte
SW620 hiicrelerinin hala eksponansiyel fazda oldugu dikkati ¢ekmektedir.
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Sekil 4. 1. Yiiksek metastatik SW620 kolon kanseri hiicrelerinin-zamana bagli bityiimesi.

Sekil 4.2 deki diistik metastatik HT29 hiicrelerinde de 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisi
ile absorbansin dogru orantili olarak arttig1 izlenmektedir. Cizilen standart egri ile
iliskisi verilmis ve hesaplanan korelasyon katsayilari da sirasiyla 0,9465 ve 0,9134
olmustur. HT29 hiicrelerinin de SW620 hiicreleri gibi, 48 saatte halen eksponansiyel

fazda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Diigiik metastatik HT29 kolon kanseri hiicrelerinin zamana bagli biiyiimesi.

4.2. Hiicrede Toksisite

Yiiksek metastatik SW620 ile diisiik metastatik HT29 kolon kanseri hiicre hatlarinda
hem RSV’nin hem de ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO’nun toksik etkisi tripan mavisi
yontemi ile saptanmustir. Olii hiicre yiizdesi grafiginden Sekil 4.3’te gériildiigii gibi,
DMSO ve 1 uM RSV’nin SW620 hiicre hatti iizerinde kontrole gore toksik bir etki
meydana getirmedigi saptanmigtir. Konsantrasyonun 20 uM RSV den 100 uM RSV’ye
artisi ile Oli hiicre yiizdesinde bir artis meydana geldigi goriilmektedir. Hem RSV hem
de DMSO nun HT29 hiicre hatti {izerindeki toksik etkisi incelediginde SW620 hiicre
hatt ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.4). Ancak 100 uM RSV’de, diisiik metastatik
HT29 hiicrelerindeki 6lii hiicre yiizdesinin daha yiiksek oranda oldugu goriilmektedir.
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100 uM konsantrasyondaki RSV HT29 o6li hiicrelerinin  yiizdesinin, 50 uM

konsantrasyondaki 6lii hiicre yiizdesinde 3 kat daha fazla oldugu dikkati ¢ekmektedir.
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Sekil 4. 3. RSV’ nin SW620 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi.
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Sekil 4. 4. RSV’nin HT29 hiicreleri ilizerindeki toksik etkisi.
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4.3. Hiicre Proliferasyonunu

Belirlenen RSV konsantrasyonlarinin yiiksek metastatik SW620 hiicrelerine Bolim 3.5
de agiklandig1 gibi, uygulanmasi sonucunda elde edilen veriler, normalize edilmis hiicre
sayilarinin konsantrasyon ile iligkisi Sekil 4.5’te verilmistir. Elde edilen hiicre
proliferasyonu verilerine gore, 24. saatte kontrol ile DMSO ve 0,5 pM, 1 uM, 5 uM, 10
uM, 20 puM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM RSV uygulanan deney gruplari arasinda
istatistik bakimdan anlamli bir fark goriilmedigi (P> 0.05) belirlenmistir. Kullanilan en
yiikksek konsantrasyon olan 300 uM RSV uygulanan grubun hiicre proliferasyonu ise
kontrol grubuna oranla azaldig: ve bu azalmanin istatistik bakimdan anlamli (P<0.05)
oldugu saptanmstir. RSV nin SW620 hiicrelerine 48. saat uygulanmas ile ise, 5 uM ve
tizerindeki tim RSV konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu anlamli olarak (P<0.05)
azalmakta, bu azalma konsantrasyon artisi ile paralellik gostermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 5. RSV’nin SW620 hiicre hatt1 {izerinde 24 saatteki anti proliferatif etkisi (* P<0.05).
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Sekil 4. 6. RSV’nin SW620 hiicre hatt1 tizerinde 48 saatteki anti-proliferatif etkisi (* P<0.05).

Belirlenen RSV konsantrasyonlarmin diisiik metastatik HT29 hiicrelerine 24 saat
uygulanmasiyla elde edilen veriler ile ¢izilen grafik Sekil 4.7°da verilmistir. 24. saatte
elde edilen veriler yiiksek metastatik hiicre hattindan elde edilenlere benzer olup, sadece
300 uM RSV, HT29 hiicre poliferasyonu {iizerinde etki gostermis ve kontrol grubuna
oranla istatistik bakimindan anlamli bir azalma meydana getirmistir (P<0.05). RSV
uygulama siiresi uzadiginda (48. saat) ise, HT29 hiicrelerinin proliferasyonlarinda
azalma goriilmiis ve 20 uM dan itibaren bu azalmanin anlamli oldugu (P<0.05)

saptanmistir (Sekil 4.8).
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4.4.Apoptoz Analizi

RSV’nin yiiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 hiicre hatlar1 tizerindeki
apoptotik etkisi incelenmistir. Annexin V-FITC Kiti kullanarak, apoptotik hiicre yiizdesi,
akim sitometri analizi ile Olglilmistiir. Akim sitometri analizinde dort alana ayrilan
diyagramda canli hiicreler ilk alanda goriinmektedir. Erken apoptotik fazda Annexin
V’in, membranin dis tabakasindaki fosfatidilserin’e baglanmasi diyagraminin sag alt
alaninda geg¢ asamasi ise, propidyum iyodiiriin (P1), membran biitiinligii bozuldugundan
hiicre igin hareket eder ve diyagramin sag st kosesinde yer alir. Nekrozda sadece Pl

oldugu i¢in sol iist alanda bulunur (Sekil 4.9 a)

SW620 hiicre hattinda RSV’nin apoptotik etkisi Sekil 4.9°da gosterilmistir. SW620
hiicre hattinda 48. saat siireyle 0,5 uM ve 1 puM RSV’ye maruz kalmanin, erken
apoptozu arttirmakla beraber istatiksel bakimindan anlamli bir fark gostermedigi
(P>0.05) belirlenmistir. 0,5 uM RSV nin geg apoptozis iizerinde de etkisi bulunmazken,

1 uM RSV’nin anlamli olmamakla beraber, apoptozu arttirdigi (P>0.05) goriilmiistiir.
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Sekil 4. 9. RSV'nin SW620 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkisi.

HT?29 hiicre hattinin 0,5 uM ve 1 uM RSV’ye 48 saat boyunca maruz birakilmasi, erken

ve ge¢ apoptoz iizerinde istatistiksel bakimindan anlamli olmayan (P>0.05) bir artig

gostermektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. RSV'nin HT29 hiicre hatt1 tizerindeki apoptotik etkisi.

4.5. Koloni Olusumu

In vitro olarak SW620 ve HT29 kolorektal hiicre hatlariin koloni olusumlari iizerine de
RSV'nin etkileri degerlendirilmistir. SW620 ve HT29 hiicrelerine 48. saat TTX, 0,5 uM
ve 1 uM RSV uygulanmasi sonucu olusan kolonilerin (> 50 hiicre) yiizdeleri Tablo
4.1de verilmis ve grafikleri gizilmistir. Yiiksek metastatik SW620 hiicrelerinin koloni

morfolojileri ve koloni yiizdeleri Sekil 4.11°de verilmistir. TTX, 0,5 uM ve 1 uM
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RSV'nin koloni sayisini azalttigi goriilmekte olup, TTX ve 1 uM RSV’de bu azalmanin

istatistik bakimdan anlaml1 (P<0.05) oldugu saptanmustir.

Tablo 4. 1. RSV'nin koloni yiizdesi tizerindeki etkisi (* P<0.05).

Koloni Yiizdesi (%)
Kon TTX 0.5 uM RSV | 1puM RSV
SW620 100 58+ 67" 846 + 50 | 693+ 52°
HT29 100 709 + 8.1° 842 + 97 731+ 77"

RSV’nin diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin koloni morfolojisi ve koloni yiizdeleri
tizerindeki etkisi ise, Tablo 4.1 ve Sekil 4.12'de goriilmektedir. Elde edilen sonuglara
gore sadece, TTX ve 1 uM RSV, diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin koloni sayisi

tizerinde anlamli (P<0.05) bir etki meydana getirmektedir.
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Sekil 4. 11. RSV’nin SW620 hiicre hatti tizerine koloni morfolojisi ve koloni yiizdesi
(* P<0.05).
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Sekil 4. 12. RSV’nin HT29 hiicre hatt1 iizerine koloni morfolojisi ve koloni yiizdesi
(* P<0.05).
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4.6.Lateral Hiicre Hareketi (Migrasyon = Motilite)

Navl.5 ekspresyonu olan yiiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29
hiicrelerinin lateral hareketi/migrasyonu tizerine RSV’nin etkisini degerlendirmek tizere
yara iyilesme testi uygulanmis, motilite indeksi ve motilite yiizdesi hesaplanmistir (Sekil
4.13).

Yiiksek metastatik SW620 hiicrelerinden elde edilen motilite indeksi sonuglar1 Tablo 4.2
ve Sekil 4.14°te gosterilmistir. Kontrol grubunda 24. saatte 0.10 + 0.007 olarak
belirlenen motilite indeksi, 48. saatte 0.19 + 0.009 olarak saptanmistir. VGSC blokeri
olan ve deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan TTX ise, 24. saatte 0,08 £+ 0,006 ve 48
saatte 0,14 + 0,008 motilite indeksi ile kontrol grubuna oranla hiicrelerin lateral
hareketini 24 ve 48. saatte sirasiyla %20 ve %26 oraninda anlamli (P<0.05) olarak
azaltmigtir. Deney grubu motilite indeksi, 0,5 uM ve 1 uM RSV de sirasiyla, 24 saatte
0,09 + 0,008 ve 0,08 + 0,007, 48 saatte ise, 0,17 £ 0,008 ve 0,14 + 0,008 olarak
saptanmistir (Tablo 4.2). Yapilan istatistik degerlendirmelere gore, 0,5 uM ve 1 uM
RSV uygulanmasi sonucu hiicrelerin lateral hareketlerinin kontrol grubuna oranla 24.
saatte %10 ve %20, 48 saatte ise, %10.5 ve %26 oraninda azaldigi tesbit edilmistir
Ancak bunlardan TTX ile 1 uM RSV uygulamasinin hiicrelerin lateral hareketi iizerinde
anlamli (P<0.05) bir etki meydana getirdigi belirlenmistir. Yiizde inhibisyon degerleri
dikkate alindiginda, artan doz ile birlikte inhibisyon oraninin arttigr ve 1 pM RSV’nin
48. saatte VGSC blokeri TTX ile benzer oranda hiicrelerin lateral hareketini inhibe ettigi
saptanmistir  (Sekil 4.14). RSV konsantrasyonunun artisiyla, hiicrelerin lateral
hareketindeki inhibisyonun paralellik gosterdigi ortaya konmustur.
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Sekil 4. 13. Metastatik SW620 hiicre hattinin zamana bagli migrasyonu.

Tablo 4. 2. SW620 hiicrelerine TTX ve RSV uygulanmasi sonucu elde edilen motilite indeksi
ve % degisim degerleri (* P< 0.05).

Motilte indeksi Motilite indeksindeki
(Mol) Degisim (%)
24. Saat 48. Saat 24. Saat 48. Saat
Kontrol 0.10 = 0.007 0.19 = 0.009 N N
TTX (600nM) | 0.08 +0.006 0.14 = 0.008 20”7 26()) "
RSV (0.5 uM ) 0.09 = 0.008 0.17 = 0.008 10 () 10.5 (1)
RSV (1 uM) 0.08 = 0.007 0.14 = 0.008 20()) " 26(1)"
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Sekil 4. 14. RSV’nin SW620 hiicrelerinin lateral hareketi/migrasyonu {lizerine etkisi (*P<0.05).

Diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin lateral hareketi {izerine RSV nin etkisi ise, Tablo
4.3’te ve Sekil 4.15°te gosterilmistir. 24 ve 48. saatteki kontrol grubu motilite indeksi
(Mol) sirastyla 0,08 £ 0,009 ve 0,15 + 0,008 olarak saptanmistir. Nav1.5 blokeri olan
TTX’in 24 ve 48. saatteki motilite indeksleri sirasiyla 0.06 + 0.008 ve 0.10 + 0.007
olarak elde edilmistir. Elde edilen bu veriler kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TTX,
HT29 hiicrelerinin lateral hareketi {izerinde sirasiyla %25 ve %33 oraninda inhibisyon
meydana getirmekte ve bu inhibisyonun anlamli oldugu (P<0.05) goriilmektedir. Deney
gruplarina 0,5 uM RSV uygulanmasi ile, hiicrelerin motilite indeksi, 24 saatte 0,07 +
0,007 ve 48 saatte ise, 0,12 = 0,008 olmaktadir. Yapilan istatistik analize gore; 0.5 uM
RSV nin hiicrelerin lateral hareketinde azalmaya neden oldugu, kontrola oranla sadece
48 saatte %20 anlamli (P<0.05) bir inhibisyon meydana getirdigi gozlemlenmistir. 1 pM
RSV ise, HT29 hiicrelerinin lateral hareketini hem 24, hem de 48 saatte sirasiyla % 50
ve % 53 oraninda inhibe etmis ve bu inhibisyonun anlamli (P<0.05) oldugu

belirlenmistir.
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Tablo 4. 3. HT29 hiicrelerine TTX ve RSV uygulanmasi ile elde edilen motilite indeksi ve %
degisim degerleri (* P< 0.05).

Motilte indeks Motilite Indeksindeki
(Mol) Degisim (%)
24. Saat 48. Saat 24, Saat 48. Saat
Kontrol 0.08 +£0.009 0.15 = 0.008 _ _
TTX (600nM) | 0.06 +£0.008 0.10 +0.007 25(]) 337
RSV (0.5uM ) 0.07 +0.007 0.12 + 0.008 12,5 (]) 20 ()"
RSV (1 uM) 0.04 + 0.006 0.07 + 0.006 50()) " 37
0.25 4
0.2 4
é 015 3 I T Kon48
% 010 5 &+ TTX48
S ! :
- memss=ssso-——-- i ---- N fon24
Bl P * RSV4S
-------------- PRy Y A —— i
ons S —— :* TTX24
"% RSV24

0 0.5 1

Konsantrasyon (p)l)

Sekil 4. 15. RSV’nin HT29 hiicrelerinin lateral hareketi/migrasyonu iizerine etkisi (* P<0.05).

4.7 Transverse Migrasyon ile invazyon

Yiiksek metastatik ve Nav1.5 ekspresyonu yliksek olan SW620 ve diisiik metstatik ve
Navl.5 ekspresyonu diisiik olan HT29 hiicrelerinin transvers migrasyonu lizerinde

RSV’nin etkisini degerlendirmek {iizere, hiicrelerin bazal membrandan invaze olma
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kapasiteleri degerlendirilmis (Sekil 4.16) ve gb¢ eden hiicre sayist (%) Tablo 4.4’te

verilmisg ve grafikleri ¢izilmistir.

Yiiksek metastatik SW620 hiicrelerinin invazyonu iizerine RSV’nin etkileri Sekil
4.17te gosterilmistir. Genel VGSC blokeri olan TTX uygulanmasi ile, SW620
hiicrelerinin invazyonu kontrole oranla %42 de kalmistir (P<0.05). Deney gruplarindan
0.5 uM RSV, hiicrelerin invazyonu iizerinde fazla etki gostermemis ve invazyon yiizdesi
%093 olmustur. RSV’nin 1uM olarak uygulandig1 grupta ise, %68 invazyon yiizdesi ile

kontrol grubuna oranla anlamli1 bir azalma gostermistir (P<0.05).

Diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin invasyon hareketi {izerine RSV nin etkisi Sekil
4.18’de verilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan TTX, HT29 hiicrelerinin
invazyonunu kontrol grubuna oranla azaltmis ve invazyon orani %59 olarak saptanmistir
(P<0.05) (Tablo 4.4). Yiiksek metastatik hiicrelerde oldugu gibi, 0.5 uM RSV, HT29
hiicrelerinin gogli iizerinde onemli bir etki gostermemistir. RSV’nin 1uM olaeak
uygulanmas1 sonucunda ise, hiicrelerin invazyonu %50 diizeyine kadar azalmis ve hem
yiiksek metastatik SW620 hiicrelerinkinden hem de, kanal blokeri TTX’den daha yiiksek

bir azalma géstermis ve anlamli bir inhibisyon orani ile karsilasilmistir (P<0.05).
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Sekil 4. 16. Kristal viyole ile boyanmis invazyon yapan CRC hiicreleri.
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Tablo 4. 4. RSV'nin gé¢ eden hiicre sayisi (%) lizerindeki etkisi (* P<0.05).

Goc¢ Eden Hiicre Sayis1 (%)

Kon TTX 0.5 puM RSV 1 uM RSV
SW620 100 42+ 110" 93 £ 196 68+ 116"
HT29 100 59+ 72 81 £ 938 50 + 84°
120
100 w
2 g0 ‘
~
&
g %k
= 60 1
=
=
"]
= 40 l
(=
Qo
Qo
20 |
0
Kon. TTX 0.5

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 17. RSV’nin SW620 hiicrelerinin invazyonu tizerine etkisi (¥*P<0.05).
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Sekil 4. 18. RSV’nin HT29 hiicrelerinin invazyonu iizerine etkisi (*P<0.05).
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5. TARTISMA

Kanser, diinyadaki en yaygin genetik hastaliklardan biri haline gelmistir ve insidans
oraninin giderek artmakta oldugu goriilmektedir. Kolorektal kanser dahil olmak iizere
kanserde meydana gelen farkli genetik degisikler ve farkli organlara yayilma yetenegi
nedeniyle, kanserin gelisiminden metastatik durumuna kadar altinda yatan
mekanizmalar1 anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmeye calisilmaktadir. Yan etkileri
olmayan bir tedavi stratejisi olusturmada polifenoller gibi dogal bilesikler 6nemli bir yer

tutmaktadir.

Bu calismada, VGSC’lerin invazyon ve migrasyondan sorumlu oldugu ve bazi dogal
veya farmakolojik ajanlarin VGSC ekspresyonunu etkiledigine dair mevcut in vitro ve in
vivo kanitlar1 dikkate alarak, RSV’ nin yiiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik
HT29 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyon ve apoptozunun yani sira migrasyon,

invazyon gibi metastatik 6zellikleri izerinde RSV'nin etkisi aragtirilmistir.

RSV, kolon kanseri hiicre hatlarindan yiliksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik
HT29 hiicreleri lizerinde toksik bir etki gostermedigi saptandiktan sonra, hiicre
proliferasyonu {izerindeki etkisi MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Anti-proliferatif
aktivite icin incelenen 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM
RSV konsantrasyonlar1 hem yiiksek metastatik SW620, hem de diisiik metastatik HT29
hiicreleri lizerinde 24. saatte anlamli bir etki gostermemis sadece, 300 pM RSV,
hiicrelerin proliferasyonunu anlamli olarak inhibe etmistir. Hiicrelerin RSV ile 48.
saatlik inkiibasyonu sonucunda, SW620 hiicresinde 5 puM RSV’den ve HT29
hiicrelerinde ise, 20 uM RSV konsantrasyonlarindan itibaren hiicre proliferasyonu

tizerinde anlamli bir inhibisyon goriilmektedir.

Literatiirde, HCT116 ve SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde sitokalasin D, fokal
kinaz inhibitorii ve RSV nin invazyon iizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada, 5 pM
RSV ile hiicrelerin proliferasyonunun azaldigini1 saptamislardir (Buhrmann, 2017).
RSV’yi pro-apoptotik ajan olarak kullandigr calismasinda Liu (2019) ise, 24 saat
siiresince 0-50 pM RSV ile tedavi edilen HCT116, CO115 ve SW480 hiicrelerini
CellTiter-Glo Luminescent Kkiti ile incelemis ve 12,5 uM dan itibaren RSV’nin, CRC

hiicre canliliginda bir azalma meydana getirdigini ortaya koymustur. Yapilan bir
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arastirmada ise, RSV'nin CRC hiicrelerinin proliferasyonu, sitotoksisitesi ve apoptozu
iizerindeki etkisini incelemek amaciyla floresan bazli teknikler uygulanmis ve artan
RSV konsantrasyonu (1-400 uM) ile hiicrenin 72 saatlik inkiibasyonunda, 78.2 uM
RSV’nin hiicrelerin proliferasyonunu %50 oraninda inhibe ettigi belirtilmistir (Juan v.d.,

2008).

RSV’nin hiicre proliferasyonuna olan etkisi pankreas, mide, ovaryum, prostat, meme,
akciger, glial, deri, kan ve kemik iligi dahil olmak tizere pek ¢ok kanserde incelenmistir
(Ding ve Adrian, 2002; Garvin v.d., 2006; Shimizu v.d., 2006; Harper v.d., 2007; Wu
v.d., 2014; Zulueta v.d., 2015; Sinha v.d., 2016; Yousef v.d., 2017; Liu v.d., 2018; Chen
v.d., 2019). Bu calismalardan Sinha v.d. (2016), RSV’nin, ERa'ya bagimli PI3K/AKT
yolu, telomeraz veya Wnt/B-katenin gibi farkli mekanizmalar1 diizenleyerek meme
kanseri proliferasyonunu engelledigini ifade etmislerdir. RSV'nin proliferatif aktivitesi
prostat kanseri lizerinde de arastirilmistir. PC3 ve DUI145 prostat kanseri hiicre
hatlarmin  0-30 pM RSV ile inkiibe edildikten sonra, RSV'nin hiicrelerin
poliferasyonunu doza bagimli bir sekilde inhibe ettigini saptamislardir (Shankar v.d.,
2007). MAT-LyLu prostat kanseri hiicre hattinin 20 pM RSV ile inkiibasyonunun hiicre

proliferasyonu tizerinde bir etki gostermedigi de saptanmistir (Fraser v.d., 2014).

RSV gibi, bitkisel biyoaktif bilesiklerden kurkumin ve piperine gibi bilesiklerin kanser
iizerinde anti proliferatif ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir (Song v.d.,
2019; Schmidt v.d., 2020). 24 ve 48 saat siiresince MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarina
artan kurkumin ve piperine konsantrasyonlari uygulandiktan sonra, MTT testi ile,
kurkumin ve piperinin anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Schmidt
v.d., 2020). Hiicre proliferasyonu iizerinde elde edilen RSV sonuc¢larimiz mevcut

literatiirler ile paralellik gostermektedir.

RSV’nin apoptotik aktivite lizerindeki etkileri de degerlendirilmis ve 0,5 uM ve 1 uM
RSV hem SW620 hem de, HT29 hiicrelerinin 48. saatte erken apoptotik aktiviteyi
indiikledigi saptanmistir. Hem 0,5 uM hem de, 1 uM RSV, diisik metastatik HT29
hiicre hattinin ge¢ apoptotik aktivitesini indiiklerken, yiiksek metastatik SW620
hiicrelerinin ge¢ apoptotik aktivitesi 1 uM RSV tarafindan indiiklemektedir.
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Literatiirde RSV'nin belirli proteinleri aktive ederek veya inhibe ederek apoptotik
aktiviteyi indiikledigini gosteren birgok calisma bulunmaktadir (Zhang v.d, 2004; Aziz
v.d., 2006; Lin v.d., 2011; Ferraz da Costa v.d., 2018; Liu v.d.,, 2019). RSV’ nin
apoptotik aktivite lizerine etkileri konusunda Liu v.d. (2019) tarafindan yapilan
arastirmada western blot analizi kullanilmis ve RSV’nin HCT116, CO115 ve SW480
gibi, diger kolorektal hiicre hatlarinda P53 ve apoptotik belirteglerin salinimini
diizenledigini gostermistir. Ferraz de Costa ve arkadaslari1 (2018), floresan spektroskopi
teknikleri kullanarak, MDA-MB-231, HCC-70 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarinda p53'iin agregasyonunun engellenmesi amaciyla 50 uM ve 100 uM RSV
potansiyelini test etmislerdir. RSV’nin hiicre hatlarinda p53 protein agregasyonunu
azalttigini kanitlamislardir. In vivo olarak, RSV'nin apoptoz ve tiimor biiyiimesi
iizerindeki etkilerini arastirmak {izere, yiiksek metastatik MDA-MB-231 meme hiicreleri
ile olusturulan tiimorleri tasiyan fareler, 3 hafta boyunca giinliik 25 mg/kg RSV ile
tedavi edilmistir. Timor boyutunun haftalik 6l¢timii, RSV ile tedavi edilen grupta timor
bliylimesinin énemli dlgiide engellendigini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica RSV ile tedavi
edilen farelerden ve kontrollerden hazirlanan tiimoér kesitlerinde TUNEL boyamasi

yapilmis, RSV ile tedavi edilen tiimdrlerde apoptotik indekste artis gozlenmistir (Garvin

v.d., 2006).

Bu calismada, yliksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 kolorektal hiicre
hatlarimin  koloni olusum kapasitesi iizerine 48 saat RSV uygulamasmin etkisi
incelenmistir. VGSC blokeri TTX ile I uM RSV’nin her iki hiicre hattinin da koloni

olusumu tizerinde inhibisyon meydana getirdigi saptanmustir.

Literatiirde RSV ve Vitamin E'nin ve bunlarin kombinasyonunun HCT-8 kolon kanseri
hiicresinin koloni olusumu {izerindeki etkisi, 14 giinliik kiiltiirlemeden sonra kristal
viyole ile analiz ederek kontrol grubuyla karsilastirildiginda, HCT-8 hiicre kolonilerinin
ve hiicrelerinin sayisinin 6nemli Olglide azaldigi saptanmustir. (Wang, 2021). Ayrica,
12,5 uM , 25 uM ve 50 uM RSV tedavisinin MCF-7 ve A549 hiicre hatlarinin koloni
olusturma yetenegi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in %2 kristal viyole kullanilarak
klonojenik deneyler yapilmistir. Artan RSV dozu ile MCF-7 ve AS549 hiicre

kolonilerinin sayisinin azaldigi gosterilmistir (Chen v.d., 2019).
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RSV haricinde CRC hiicrelerinin koloni olusumlar iizerine bazi1 bitkisel maddelerin
etkilerinin arastirildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan, Eucalyptus macrocarpa
bitki tlirtinden izole edilen organik bilesik olan macrocarpal I (20-80 uM)’in, SW620 ve
HCT116 hiicrelerinin koloni sayisini azalttigi, hatta 100 uM makrokarpal I’in koloni
olusumunu tamamen engelleyecegi ortaya konmustur (Qi v.d., 2021). Bir baska
caligmada ise, kiigiik bir aga¢ olan Psidium guajava L.'nin guava (GBA) adi verilen
aseton ekstraktlarinin  hiicrelerin  koloni olusturma kapasitesi iizerine etkisi
arastirilmistir. HT29 hiicrelerinde 50-250 pg/ml GBA'nin 24 saat uygulanmasi ve 7 - 8
giinliik inkiibasyonu, doza paralel olarak koloni olusumunun inhibisyonuna neden
oldugu ve 250 ug/ml GBA'nin koloni olusumunu %91 inhibe ettigi kanitlanmistir (Lee
ve Park, 2010). SW620 ve HT29 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri {izerine

RSV etkilerini gosteren sonuglarimiz, literatiir ile uyum igerisindedir.

Calismada, CRC de ekspresyonu yiiksek olan Navl.5 VGSC igin polifenol RSV’ nin,
yiksek metastatik SW620 ve diisiik metastatik HT29 kolorektal hiicre hatlarinin
metastatik aktivitesinde 6nem tasiyan hiicre migrasyon ve invazyonu iizerindeki etkisi
ve bir VGSC blokeri olarak kullanilma potansiyeli degerlendirilmistir. RSV'nin
hiicrelerin lateral hareketi/motilite/migrasyonu ile invazyonu iizerindeki etkisi; hiicre
proliferasyonu iizerinde etki gdstermeyen yani, sitostatik veya sitotoksik aktiviteye
sahip olmayan RSV konsantrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan VGSC blokeri TTX, yiliksek metastatik SW620 hiicrelerinin lateral
hareketini 24. ve 48. saatlerinde sirasiyla %20 ve %26 oraninda inhibe ederken,
hiicrelerin invazyonunu %58 baskilamistir. 1 puM RSV ise, SW620 hiicrelerinin
motilitesini (24 ve 48. saat) sirasiyla %20 ve %26 oranlar1 ile VGSC blokeri TTX e
benzer bir inhibisyon olusturmustur. Hiicrelerin invazyonunu %32 inhibe etmistir.
Diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin migrasyonu {lizerinde TTX, sirastyla %25 ve %33
invazyonu lizerinde ise, %41 oraninda inhibisyon meydana getirmistir. 1 uM RSV,
diisiik metastatik HT29 hiicrelerinin migrasyonunu sirastyla %50 ve %353 gibi yiiksek
bir oranda etki gostermis, %50 oraninda da hiicrelerin invazyonu inhibe etmistir. Diigiik
metastatik HT29 hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonu iizerinde RSV nin gosterdigi bu

inhibisyonun, VGSC blokeri TTX’den de yiiksek oldugu ortaya konmustur.
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RSV’nin CRC hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki etkilerini transwell insert testi ile
inceleyen Ji ve arkadaslar1 (2013) 15 uM, 30 uM ve 50 uM RSV'nin 24 saatte LoVo ve
HCT116 hiicrelerinin migrasyonunu inhibe ettigini ancak, bu inhibisyonun Wnt/p-
Catenin sinyal yolunun RSV ile baskilanmasi sonucu meydana geldigini ifade
etmislerdir. CRC hiicre hatlar1 olan HCT116 ve SW480 hiicrelerinde RSV'nin hiicre
migrasyonu tiizerindeki etkileri aragtirllmis ve 5 puM RSV'nin fokal adezyon
molekiillerini diizenleyerek migrasyonu engelledigi gosterilmistir (Buhraman v.d.,
2017). Bu calismalarla, RSV'nin, VGSC disindaki farkli yollar1 inhibe ederek de
migrasyonu baskiladig1 ortaya konmustur (Ji v.d., 2013; Buhraman v.d., 2017).

Sican prostat kanseri iizerinde calisan Fraser ve arkadaslar1 (2014), yiiksek metastatik
Mat-LyLu hiicrelerinde RSV'min hem tek basina hem de VGSC blokeri TTX ile
kombine olarak migrasyon ve invazyona etkisi degerlendirmistir. Hiicre
proliferasyonunu etkilemeyen 20 uM RSV hiicre migrasyonunu %25’e kadar inhibe
etmig, RSV ile TTX (20 uM + 20 nM) kombine olarak uygulandiginda ise, bu
inhibisyon %44’e ulasmistir. Ayn1 ¢alismada invazyon iizerinde de RSV’nin %37

oraninda etki gosterdigi saptanmistir (Fraser v.d., 2014).

Yine bir flavonoid olan naringenin’in Mat-LyLu prostat kanseri hiicrelerinde; hiicre
proliferasyonunu etkilemeyen 5 uM ve 10 puM konsantrasyonlarinin hiicrelerin lateral
hareketini sirasiyla %26,5 ve %10,5 oraninda baskiladigr saptanmistir. Hiicrelerin
invazyonlar1 tizerindeki etki de degerlendirilmis ve %47,8 ve %60,9 oranlarindaki
inhibisyon ile karsilasilmistir. Ayrica real-time PCR ile hiicrelerin VGSC ekspresyonlari
ile naringenin (10 pM) arasindaki iligkiye bakildiginda, SCN9A mRNA ekspresyonunu
inhibe ettigi ortaya konmustur (Aktas ve Akgun, 2018).

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 meme hiicrelerinin invazyon aktivitesi {izerine
Magnolia officinalis (Mag) bitkisinin etkisi analiz edilmistir. Invazyon analizi, Mag (0
uM ile 30 uM) varliginda matrigel kapli mikrokemotaksis kuyucuklari ile arastirilan
caligmada 0 puM ila 30 uM konsantrasyonun MDA-MB-231 hiicrelerinin invasyonunu

onemli olgiide engelledigi sonucuna varilmistir (Liu v.d., 2013).
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Lopez-Charcas ve arkadaslar1 (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, kiigiik
molekiillii Navl.5 inhibitorii bilesik 1 (1 uM), bilesik 4 (1 uM) ile pozitif kontrol
TTX'in (30 uM) SW620 ve HCTI116 kolon kanseri hiicre hatlarinin invazyonu
iizerindeki etkisini, matrigel kapli insertler kullanarak degerlendirmislerdir. Sitotoksik
olmayan konsantrasyonda kullanilan bilesik 1 ve bilesik 4'in her iki hiicre hattinin
invazyon yetenegini azalttigin1 gostermistir. Ayrica ayni caligmada hiicreler Nav1.5
VGSC seviyeleri bakimindan da degerlendirilmis; HCT116, HT29, SW480 ve SW620
kolon kanseri hiicrelerinde en fazla alfa alt birim kodlayan genin SCN5A oldugu,
ikincisinin ise SCN8A oldugu gosterilmistir. HT29 hiicrelerinde SW620 hiicrelerinden
farkli olarak onemli Olgiide SCN4A geninin ifade edildigi ortaya konmustur (Lopez-
Charcas v.d., 2023).

Nav 1.5 VGSC’nin HT29, HCT116, SW620 hiicrelerindeki mRNA seviyeleri ile
sodyum kanal blokeri TTX aracili hiicre invazivliginin degerlendirildigi c¢alismada;
ekspresyonu yiiksek olan embriyonik nNav1.5 kanalinin siRNA ile susturulmasi sonucu,
TTX ile invazyonun %73, eriskin olan aNav1.5’in susturulmasi sonucu bu oranin %17
oldugu saptanmustir. Ayrica, hipoksik ortamin SW620 hiicrelerinin invazyonunu
artirdig1 bu etkinin VGSC kanal blokeri ranolazin (5 uM) ile %37 oraninda baskilandigi
belirlenmistir (Gtlizel 2019). House ve arkadaslar1 (2010) SCN5A'nin SW620, HT29 ve
SW480 kolon kanseri hiicre hatlarinin invazyonu iizerindeki roliinii incelemek amaciyla
yaptiklari ¢aligmada; hem 30 uM TTX ile bloke edilmesi, hem de siRNA transfeksiyonu
ile SCNSA susturulmasinin, gé¢ eden hiicre ylizdesini azalttigini saptamislar ve kolon
kanseri ilerlemesini engellemede, lidocaine benzeri VGSC blokeri lokal anestetiklerin

yeni tedavilerin gelistirilmesinde potansiyel hedefler olabilecegini ileri siirmiislerdir.

CRC'de, SCNS5A geni tarafindan kodlanan Navl.5'in SW620 gibi yiiksek metastatik
CRC hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigini ve SW480, HCT116 ve HT29 gibi
diisiik metastatik CRC hiicrelerinde diisiik diizeyde ifade edildigini kisacasi; Navl.5
ifade artis1 ile metastatik aktivite artisinin paralel oldugunu gosteren c¢alismalar da
bulunmaktadir ve Nav1.5’in yiiksek ekspresyonunun, CRC hastalarinda kotii prognoza
neden olduguna isaret edilmektedir (House v.d., 2010; Lastraioli v.d., 2021; Lopez-
Charcas v.d., 2023). Klinik bir ¢alismada, insan CRCa orneklerindeki nNavl.5
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ekspresyonunun normal mukozadan anlamli derecede yiiksek oldugu, ilging bir sekilde,
Nav1.5 ekspresyonunun, hERG1, KCa3.1, VEGF-A, Glutl ve EGFR dahil olmak iizere
metastazla iligkili patolojik 6neme sahip biyobelirteglerle birlikte ortaya ¢iktigr ve CRC
hastalarinda sag kalimin Nav 1.5 kanal ekspresyonu ile ters orantili oldugu belirtilmistir

(Lastraioli v.d., 2021)

Yaklagik 43 yil once Cameron ve arkadaslari (1980) kanser hiicrelerinde Na+
konsantrasyonunun yiiksek oldugunu ve bu durumun karsinogeneze yol agabilecegini
ileri siirmiislerdir. Bu hipotezin dogrulanmasinin yani sira, glinlimiize kadar, kanser
hiicrelerinin metastatik aktivitelerinde rol alan VGSC ekspresyonlari; kolon, meme,
prostat, akciger, ovaryum gibi pek c¢ok kanserde arastirilmis ve hatta, ilag, ajan veya
bitkisel kokenli flavanoidler gibi bazi maddelerin bu VGSC ekspresyonlarini bloke
etmesine yonelik pek ¢ok calisma yapilmistir (Grimes v.d., 1995; Fraser v.d., 1999;
Fraser v.d., 2005; Yildirim v.d., 2012; Djamgoz ve Onkal, 2013; Bugan v.d., 2019;
Djamgoz v.d., 2019; Giizel v.d., 2019; Fraser v.d., 2021; Horne v.d., 2021; Lastraioli
v.d., 2021; Lopez-Charcas v.d., 2023).

Bu calismada, SW620 ve HT29'un proliferasyonunun farkli RSV konsantrasyonlari ile
inhibe olabilecegi, sitostatik veya sitotoksik aktiviteye sahip olmayan diisiik dozdaki
RSV'nin apoptozu indiikleyebilecegi gosterilmistir. Metastatik aktiviteye yonelik olarak
yuriitilen ve yukarida belirtilen calismalarla paralellik gosteren, koloni olusumu,
migrasyon ve Ozellikle de invazyon sonuglarimiz, RSV’nin, Nav 1.5 aktivitesini bloke
ederek, inhibisyon meydana getirdigini ortaya koymustur. Diisiik metastatik olmakla
birlikte HT29 hiicrelerinde migrasyon ve invazyonun daha yiiksek oranda bloke olmasi
ise, muhtemelen ya 6nemli diizeyde SCN4A geni ifade etmesinden yada VGSC den
bagka yollar1 inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. RSV’nin, kolon kanseri
metastazinin azaltilmasinda etken bir dogal bilesik olabilecegi in vitro olarak ortaya
konmus olmakla birlikte, daha ayrintili ¢alismalarla irdelenmesi ve in vivo sonugclarla

desteklenmesine ihtiyag¢ vardir.
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