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OZET

Kolorektal kanser, diinyada kanser iliskili 6liimlerin en yaygin dordiincii sebebidir. Erianin antioksidan ve anti-timor etkilere sahip Dendro-
bium ekstraktindan elde edilen yeni bir dibenzil bilesigidir. Bu ¢aligmada, erianinin HT29 kolorektal kanser hiicreleri tizerine olan terap6tik
etkileri arastirilmistir. Erianinin HT29 hiicre canlilig izerine etkileri XTT test ile koloni olusumu {izerine etkileri ise koloni formasyonu ile
degerlendirilmistir. Erianinin HT29 hiicrelerinde ICso degeri 48. saatte 59.05 uM olarak belirlenmistir. HT29 hiicre dizisinde erianin uygula-
nan grupta koloni sayis1 67+33 iken kontrol grubunda 350489 olarak hesaplanmistir. Erianin, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde koloni
olusumunu ise anlaml derecede azaltmigtir. Yapilan galismalarin sonuglari, erianinin kolorektal kanser tedavisinde dogal elde edilen bir
bilesik olarak giivenli, kolay ulasilabilir ve umut veren terapéotik bir ilag olabilecegini destekler niteliktedir. Gelecekte erianinin kolorektal
kanser hiicreleri tizerindeki etki mekanizmasini aydinlatacak daha kapsamli ve ¢ok merkezli desteklenecek ileri diizeyde klinik aligmalara
ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Erianin. HT29. Kolorektal kanser.
Investigation of the Effects of Erianin on Proliferation and Colony Formation of HT29 Colorectal Cancer Cells

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the 4th most common cause of cancer-related death in the global world. Erianin, a novel dibenzyl compound in
Dendrobium extract, has antioxidative and antitumor activities. In this study, the therapeutic effects of erianin on HT29 colorectal cancer
cells were investigated. Effects of erianin on cell viability were evaluated by XTT test. Effects of erianin on colony formation were evaluated
by colony formation analysis. ICs, values of Erianin on HT29 cells were determined as 59.05 uM at 48th hour. While the number of colonies
in the HT29 cell line was 67+33 in the erianin treated group, it was calculated as 350+89 in the control group. Erianin significantly reduced
colony formation in HT29 colorectal cancer cells. The results of the presented studies support that erianin as a natural product in the treat-
ment of colorectal cancer can be a safe, easily accessible and promising therapeutic drug. In the future, more comprehensive and multi-center
supported clinical studies are needed to elucidate the mechanism of action of erianin on colorectal cancer cells.
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I¢ organlarda gelisen bir kanser tiirii olan KRK hizli
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dadir™*. Mevcut tedavi yontemleri hastaligin derecesi-
ne bagl olarak cerrahi ve kemoterapidir®. Floropirimi-
din-bazli kemoterapi KRK hastalar1 i¢in uygulanan
standart kemoterapi yontemidir. Kemoterapi ile timor
ilerlemesi durdurulabilir. Ancak, c¢ogu kemoterapi
ajan1 viicuttaki normal hiicreler igin toksik etki goste-
rir’. Genellikle, hastalarda hizhi bir sekilde kemoterapi
ila¢ direnci ve metastaz gergeklesir ve teshisi takiben
5 yil iginde 6liime neden olur’. Hastalarm &liimiine
kanser hiicrelerinin metastazi ve yayilmasi neden olur.

Kolorektal kanserin ana tedavisi cerrahi rezeksiyondur.

Son yillarda, cerrahi sonrasi kanserin yayilma riskinin
arttigin1 gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Timor
damar yaralanmasi ve cerrahi, tiimor hiicrelerinin kan
dolagimina girmesine ve tiimoriin daha hizli yayilma-
sina neden olmaktadir’. Kolorektal kanserin teshis ve
belirlenmesindeki zorluktan dolay1, KRK hastalar1 i¢in
daha guivenli, uygun maliyetli, daha az risk tagiyan ve
hastalarin yasam konforunu arttiracak yeni tedavi
ajanlarmna ihtiyag vardr’.

Dogal bilesikler, insanlar i¢in kanser arastirmalarinda
guvenli bir profil ¢cizmeleri ve tedavideki etkinlikleri
dolayisiyla yiizyillardir kullanilmaktadir®. Dendro-
bium, orkidegiller familyasina ait ¢esitli biyolojik ve
tibbi 6zelliklere sahip ¢ok biiyiik bir yayilim gosteren
orkide cinsidir®.

Erianin  [2-Methoxy-5-(2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
ethyl)-phenol], Dendrobium chrysotoxum’dan elde
edilen anti-timdr ve antioksidan 6zelliklerinden dola-
y1 tercih edilen dogal bir bibenzil bilesigidir™. Eriani-
nin antikarsinojenik 6zellikleri ve etki mekanizmasina
ait calismalar simrhdir. Servikal kanser, mesane
kanser'?, osteosarkoma, akciger kanseri'*, meme
kanseri'® erianinin antikarsinojen etkilerinin ¢alisildig
kanser tlrleridir. Erianinin HT29 kolorektal hiicreleri-
nin canliligl ve koloni olusumu iizerine etkileri daha
once ¢alisilmamustir.

Bu calismada, erianinin HT29 hiicreleri Uzerindeki
terapotik etkisi ilk kez g¢alisilmustir. Erianinin KRK
hicreleri Gzerindeki terap6tik etkisini gostermek igin
HT29 KRK hicre dizisi kullanmilmigtir. Bu baglamda
bu ¢alismada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin canli-
lig1 ve koloni olusumu iizerine etkileri degerlendiril-
mistir.

Gerecg ve YOntem

Hicre Kultiru ve Reaktifler

Bu ¢aligmada, HT29 KRK hiicre dizisi (ATCC, USA)
kullanmilmustir. Hicreler 2 mM L-glutamin, penisilin
(20 units/mL), streptomisin (20pg/mL) ve %10 fetal
sigir serumu iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) kiiltir ortamida %95 hava ve %5
CO, basinc altinda 37°C’de inkiibe edilmistir. Erianin
(Wuhan, China) dimetil silfoksit (DMSO) iginde
¢ozlilmigtiir. HT29 hicreleri 2 uM, 4 uM, 8 uM, 16
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UM, 32 uM, 64 puM, 128 uM erianin ile 24, 48 ve 72.
saatler icin doz ve zaman-bagiml olarak inkiibe edil-
mistir.

Hucre Sayimi

Hicre proliferasyonu deneyleri 6ncesinde, deneyde
kullanilacak hiicre sayisini belirlemek igin hiicre sa-
yimi yapilmigtir. HT29 hiicrelerinin sayim islemi
Neubauer sayim lami kullanilarak, tripan mavisi bo-
yama yontemine gore uygulanmistir. Temiz ve steril
mikro santriflj tupu icerisine 50 pl tripan mavisi ve 50
pl hiicre siispansiyonundan eklenip karigtirilmistir.
Elde edilen karisimdan 10 pl alinarak Neubauer hiicre
sayim lamina aktarilmis invert mikroskopta 10X bi-
yutmede sayim islemi gergeklestirilmistir. Kesin hiicre
sayisi, lamin dis kisminda bulunan 4 biiyiik alandaki
toplam hiicre sayisinin ortalamasi alinarak, asagidaki
formle gére hesaplanmustir.

Hicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = (Toplam Hicre
sayist / 4) x 10.000 x Diltisyon Faktorii

Hucre Canliligi

Erianinin HT29 hicrelerindeki 1Csy dozunun ve hiicre
canliliginin  belirlenmesi i¢in XTT (2,3-bis (2-
methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) Uretici firmanmn talimatlarina gore
uygulanmistir. Erianin 96 kuyucuklu plaklara her
kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrasi ¢esitli konsantrasyonlarda
erianin ile muamele edilmis ve 24, 48 ve 72 saat icin
inkiibasyona birakilmigtir. Hiicre canliligi degerlen-
dirmek i¢in XTT karigimu iiretici firmanin protokoliine
uygun olarak hazirlanmigtir. Formazan olusumu mik-
roplaka okuyucu kullanilarak ve 630nm dalga boyu
referans alinarak spektrofotometrik olarak belirlenmis-
tir. Hiicre canliligi asagidaki formiil baz alinarak he-
saplanmistir. Kontrol ve erianin doz gruplari her bir
plaka i¢in ti¢ tekrarli olarak ¢aligtlmustir.

% Hiicre Canlihg = Olgiilen optik dansite dege-
ri/Kontrol optik dansite degeri x 100

Koloni Formasyonu Analizi

Koloni olusumunu belirlemek i¢in HT29 hiicreleri 6
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 1000 hiicre olacak
sekilde ekilmis ve 24 saat i¢in inkiibasyona birakil-
mustir. Inkiibasyon sonrasi kontrol ve doz gruplari
olusturulmus ve 48 saat inkiibe edilmistir. Besiyeri her
2 giinde bir degistirilerek 37°C’de %5 CO,’li ortamda
14 giin sureyle inklibasyona birakilmistir. Siire sonun-
da hicrelerin fikse edilmesi i¢in %10’luk metanol
kullanilmis ve -20°C’de 10 dakika birakilmistir. Fikse
olan koloniler kristal viyole (% 0.5 dilution, Merckmi-
lipor, ABD) boyasi ile boyanmig ve PBS ile yikanmusg-
tir. Doz ve kontrol gruplart 3 tekrarli olarak yapilmig
ve 151tk mikroskobu kullanilarak manuel olarak sayil-

mustir™®?,



Erianinin HT29 hicreleri tzerine etkileri

Istatistiksel Analiz

Kontrol ve doz gruplari arasindaki istatiksel anlamlilik
karsilastirilmas: ‘Student t test’ ile yapilmustir. Ista-
tiksel analiz degerlendirmesi i¢in SPSS 17.0 istatistik
analiz programi kullanilmig ve p<0.05 anlamli olarak
kabul edilmistir.

Bulgular

Erianinin HT29 KRK Hiicre Canliligini Azaltir

Erianinin HT29 KRK hicrelerinin canlihigi Uzerine
etkileri XTT yontemi ile belirlenmistir. Erianin, HT29
kolon kanseri hicrelerinde doz ve zaman bagimli
olarak hiicre canliligini azaltmustir. 24’(ncu saatte
erianin HT29 KRK hiicre canliligin1 %50°nin altina
distirdiigii bir doz belirlenememigstir. 48 ve 72’inci
saatte erianinin HT29 hiicrelerinin canliligin1 %50 nin
altina diisiirdiigti doz sirasiyla, 64 ve 16 pM olarak
belirlenmistir. Erianinin HT29 kolon kanseri hiicrele-
rinde 1Cs, dozu 48’inci saatte 59.05 uM olarak belir-
lenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1.
Erianinin HT29 KRK hiicrelerinde hiicre canliligi
tizerine etkileri. Data 3 bagimsiz deneyin ortalama
sonuglarini géstermektedir. Ervianinin ICsy degeri
HT29 hicrelerinde 48 saat i¢in 59.05 uM olarak bu-
lunmustur.

cell Viabilty (%)

Erianin HT29 KRK Hicrelerinde Koloni Formasyo-
nunu Azaltir

Erianinin HT29 KRK hiicrelerinde koloni olusumunu
degerlendirmek i¢in koloni formasyonu analizi uygu-
lanmistir. HT29 hiicrelerinde, erianin uygulanan grup-
ta kontrol grubuyla kiyaslandiginda, koloni olusumu-
nun anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 2A).
HT29 hicre dizisinde erianin uygulanan grupta koloni
sayist 67+33 iken kontrol grubunda 350489 olarak
hesaplanmustir (Sekil 2B). HT29 hiicrelerinde koloni
sonuglart erianin uygulan grupta koloni sayisinin %
80.85 azaldigini gostermistir.

A Erianin Kontrol

Erianin Doz

- .':.;?-‘- K\
A

HT29 - KOLONi FORMASYONU

l

Koloni sayist

Erianin Kontrol Erianin Doz

Sekil 2.
Erianin HT29 KRK hiicrelerinde koloni olusumu iize-
rine etkileri. A) Erianin ve kontrol gruplarinda kristal
viyole ile boyanmus kolonilerin morfolojik gérintisu.
B) Erianin uygulanan grupta kontrol grubuyla kiyas-
landiginda koloni sayist anlaml olarak azalmigtir
(£SS, n=3, p<0.01).

Tartisma ve Sonug¢

Her yil 1.2 milyondan fazla hastaya kolorektal kanser
teshisi konmakta ve 600.000'den fazla KRK hastasi
yasamini yitirmektedir. Goriilme siklig1 kiiresel olarak
biiyiik 6l¢iide degismekle birlikte insidanst erkeklerde
kadinlardan daha yiiksektir ve yasla birlikte goriilme
sikligi da artmaktadir™®. Bu nedenle, KRK hastalarinin
prognozunu iyilestirmek igin yeni ve giivenli tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Dogal iriinler yeni antikanser ilaglarinin kegfinde
verimli kaynaklar haline gelmistir. Su anda kullanil-
makta olan antikanser ilaglarinin yaklasik %350’si
dogrudan ya da dolayli olarak dogal iriinlerden elde
edilmektedir. Bu dogal iiriinler; alkaloidler, polisakka-
ritler, polifenoller, diterpenoid ve doymamis yag asit-
leri yapisindadirlar®, Kahverengi deniz yosunlaridan
elde edilen bir polisakkarit olan fucoidan'n HT29 ve
HCT116 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini goste-
rilmistir®. Curcuma Longa’dan izole edilen bir polife-
nol olan Curcumin'in in vitro ve in vivo olarak, ¢oklu
hicresel yolaklar yoluyla etki gosteren KRK'ya karsi
kanser  Onleyici  Ozelliklere  sahip oldugu
gosterilmistir™. Andrographolide bir diterpenoiddir ve
Asya'da binlerce yildir geleneksel bir bitkisel ilag
olarak kullanilan Andrographis paniculata bitkisinin
baslica biyoaktif bilesenidir’. Andrographolidin’in
insan kolon kanseri hcrelerinde antiproliferatif ve
apoptotik zellikleri gdsterilmistir®. Erianin, Dendro-
bium chrysotoxum’dan elde edilen anti-timér ve anti-
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oksidan 6zelliklerinden dolayi tercih edilen dogal bir
bibenzil bilesigidir. Bizim ¢aligmamizin sonuglarinda
dogal bir irlin olan erianinin KRK kanser hiicrelerinde
antikanserojen etkileri gosterilmistir ve dogal {iriinler-
KRK kanser iligkisini gosteren diger ¢aligmalar1 des-
tekler niteliktedir.

Son yillarda, geleneksel Cin tibbi alternatif tip konu-
sunda oldukca gelisme kaydetmis ve birgok kanser
tirtinde etkili tedavi sonuclart elde edilmistir® %
Farkli kanser hiicrelerinde, dogal bilesiklerin aktif
bilesenlerinin antikanserojen etkisinin ve altinda yatan
temel mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni anti-kanser
ilaglarin kesfinin Oniinii agacaktir. Bu amagla erianinin
antikanserojen etkisi gesitli kanser tiirlerinde calisil-
mustir. Chen ve ark. Dendrobium &ziindeki yeni bir
dibenzil bilesigi olan erianinin kalsiyum/kalmodiilin
aracili ferroptoz yoluyla akciger kanseri hiicre biiyU-
mesini ve gogiinii inhibe ettigini gostermistir™. Zhu ve
ark. erianinin mitokondriyal apoptoz ve JNK yolaklari
yoluyla mesane kanseri hiicresi biylmesini inhibe
ettigini ve mesane kanseri tedavisi igin iimit veren bir
terapi bilesigi olabilecegini Onermistir. Diger bir ca-
lismada, erianinin insan nazofarengeal karsinomunda
ERK yoluyla hiicre apoptozunu indiikledigi ve nazofa-
rengeal kanser terapisi icin umut vaat eden dogal bir
bilesik olabilecegi bildirilmistir”. Ancak, erianinin
HT29 kolon Kkanseri hucrelerinin canliligi ve koloni
olusumu tizerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alis-
mada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin proliferasyo-
nu ve koloni olusumu iizerine etkileri ilk kez aragti-
rilmugtir.

Erianinin kolorektal kanser hiicre canlilig: tizerindeki
etkilerini belirlemek igin HT29 hiicre hatti kullanil-
migtir. Bizim g¢alismamizda erianinin HT29 hiicrele-
rinde doz ve zaman bagimh olarak sitotoksik etki
gosterdigi XTT metodu ile belirlenmistir. Erianinin
ICs dozu 48’inci saatte HT29 hiicrelerinde 59.05 uM
olarak belirlenmistir. Sun ve ark. erianinin T47D hiic-
relerinde hiicre proliferasyonunu azalttigini gostermis-
tir'®. Diger bir calismada, erianinin insan servikal
kanser hicrelerinde antiproliferatif etkisi gosterilmis-
tir'!, Aym zamanda, erianinin osteosarkoma hiicre

proliferasyonunu baskiladigi da bildirilmistir'®.

In vitro koloni olusturan analizler, kanser tedavilerinin
sonucunu tahmin etmek igin kullanilabilir ve genellik-
le antikanser ilaglari test etmek i¢in kullanilir®®. Sunu-
lan ¢aligmada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin ko-
loni olusumu iizerine etkileri koloni formasyonu ana-
lizi ile degerlendirilmistir. Bizim sonuglarimiz, eriani-
nin HT29 KRK hiicrelerinde kontrol grubuyla kiyas-
landiginda koloni olusumunu anlamli olarak azalttig1-
n1 gostermistir.

Sonug olarak, biyoaktif bilesikler, yeni ajanlar ve
biyomarkir molekiiller kanser tedavisinde in vivo ve in
vitro calismalarda aragtirilmistir. Bu tiimorlerin onko-
genezisinin ve altinda yatan temel mekanizmalarin
aydmlatilmasi yeni kanser terapilerin gelistirilmesinin
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Oniinii agacaktir. Bu nedenle kolorektal kanser terapi-
sinde yeni biyolojik ve kimyasal reaktiflere ihtiyac
artmaktadir. Bizim sonug¢larimiz erianinin HT29 KRK
hiicre proliferasyonunu ve koloni olusumunu anlamlt
olarak azalttigin1 gostermistir. Erianin, kolorektal
kanser terapisi i¢in tek basina ya da diger molekiillerle
kombine olarak bir aday olabilir. Gelecekte erianinin
kolorektal kanser hiicreleri lzerindeki etki mekaniz-
masin1 aydinlatacak daha kapsamli ve ¢ok merkezli
desteklenecek ileri diizeyde klinik galigmalara ihtiyag
vardir.
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