Adiyaman Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi, 2023;9(3):182-187
d0i:10.30569.adiyamansaglik.1302585

E-ISSN: 2458-9176

ADIYAMAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI DERGISI

JOURNAL OF HEALTH SCIENCES OF ADIYAMAN UNIVERSITY

A
) 2015
W, Ny
SCiENCES OF P2

Ozgiin Arastirma/Research Article

Quercetin'in HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicre hatlan iizerine etkisinin
RIPK1, RIPK3 ve MLKL genlerinin ekspresyonlari ile incelenmesi

The investigation of the effect of quercetin on HT-29 and HCT-116 colon cancer
cell lines through the expression of RIPK1, RIPK3, and MLKL genes

Alp Can TUNCER!""/, Sevval HAS'""'| Haydar BAGIS* ', Esra BOZGEY K3

'Adiyaman Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Hizmetler ve Teknikler Anabilim Dali, Tibbi
Laboratuvar Teknikleri Programi, 02040, Adryaman-Tiirkiye

2Adiyaman Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1, 02040, Adiyaman-Tiirkiye

3Adiyaman Universitesi, Saghik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Hizmetler ve Teknikler Anabilim Dali, 02040,
Adiyaman-Tiirkiye

Atif gosterme/Cite this article as: Tuncer AC, Has S, Bagis H, Bozgeyik E. Quercetin'in HT-29 ve HCT-116 kolon
kanseri hiicre hatlar1 iizerine etkisinin RIPK 1, RIPK3 ve MLKL genlerinin ekspresyonlari ile incelenmesi. ADYU Saglik

Bilimleri Derg. 2023;9(3):182-187. do0i:10.30569.adiyamansaglik. 1302585

Oz

Amag: Quercetin kolon kanseri dahil birgok kanser
¢esidinde anti-kanser aktivite gosteren bir bilesiktir.
Ancak, quercetinin nekroptoz yolag: iizerine etkilerini
gosteren caligmalar kisithdir ve bu nedenle bu
calismada quercetinin nekroptoz yolagma etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmistir.

Gere¢ ve Yontem: HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri
hiicreleri  kiiltiir edilip farkli konsantrasyondaki
quercetinin hiicre canliligina etkisi MTT yontemi ile
belirlendi. Sonrasinda quercetinin nekroptoza etkisinin
belirlenmesi i¢in RIPK1, RIPK3 ve MLKL genlerinin
ekspresyon seviyesi analiz edildi.

Bulgular: HT-29 hiicrelerinde quercetinin aktif dozu
50 uM (p=0,0286) olarak bulunurken HCT-116
hiicrelerinde 100 uM (p=0,009) bulundu. 50 ve 100
UM quercetin ile maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
nekroptoz belirteclerinin ekspresyon seviyesinde ciddi
bir artis tespit edildi.

Sonug¢: Bu ¢alismanin sonuglar1 quercetinin nekroptoz
yolaginin  aktif bir diizenleyicisi  olabilecegini
gOstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, MLKL,
Nekroptoz, Quercetin, RIPK1, RIPK3

Abstract

Aim: Quercetin is a compound with anti-cancer
activity in many types of cancer. However, studies
showing the effects of quercetin on the necroptosis
pathway are limited, and therefore, the aim of this
study was to determine the effect of quercetin on the
necroptosis pathway.

Materials and Methods: Colon cancer cells were
cultured and effect of different concentrations of
quercetin on cell viability was determined by MTT
method. Afterwards, the expression level of RIPKI,
RIPK3 and MLKL genes were analyzed to determine
the effect of quercetin on necroptosis.

Results: The active dose of quercetin was found to be
50 uM in HT-29 cells (p=0.0286), while 100 pM was
found in HCT-116 cells (p=0.009). A significant
increase in the expression level of necroptosis markers
was detected in HT-29 cells treated with 50 and 100
UM quercetin.

Conclusion: The results of this study showed that
quercetin may be an active regulator of the necroptosis
pathway.

Keywords: Colon cancer, MLKL, Necroptosis,
Quercetin, RIPK1, RIPK3.
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Quercetinin nekroptoz yolagindaki etkisi.
Giris

Kolon kanseri, Diinya genelinde yaygin
goriilen bir kanser c¢esididir. 2020 Global
kanser istatistiklerine gore insidans olarak
liglincii sirada, mortalite olarak ikinci sirada
yer almaktadir.! Diinya genelinde kolorektal
kanserlerin her yil 1 milyondan fazla insant,
kansere bagli 6liimlerde ise yarim milyondan
fazla insam etkiledigi bilinmektedir.! Kolon
kanserinin  gelisiminde ve ilerlemesinde
birgok genin 6nemli oldugu bilinmektedir.
Kolon kanserlerinin gelisimi i¢in genetik
mutasyonlarin yani sira, diyet, fiziksel aktivite
eksikligi, obezite, asir1 alkol tiiketimi, sigara,
stres ve kirmizi et tiikketimi gibi risk faktorleri
siralanabilir.? Son yillarda yapilan
caligmalarda, bol sebze, meyve, tahil, lif ve
vitamin iceren diyetlerin kolon kanseri
riskinde onemli bir disis ile iliskili oldugu
rapor edilmistir.> Besinlerin igerisindeki
polifenolik bilesiklerin en biiylik sinifi olan
flavonoidlerin, in vitro ve in vivo timor
hiicresi  bliylimesini  baskiladigi  bir¢ok
calismada gosterilmistir.*

Quercetin; kapari, yaban mersini, dereotu,
kisnis, brokoli, sogan, kirmizi meyveler ve
cay dahil olmak iizere c¢esitli sebze ve
meyvelerde bol miktarda bulunan en 6nemli
ve iyi calisilmis flavonoidlerden biridir.’
Quercetin bir¢ok bitkinin kabugunda bulunan
kimyasal bir pigmenttir. Viicutta antioksidan
olarak islev gordiiklerinden yararli etkileri
fazladir. Her cesit kirmizi, mor ve yesil
pigmentli bitkiler quercetin igermektedir.
Bitkisel kaynaklarda bulunan quercetin
miktar1 yetistirilen yere gore, tazeligine gore
ve nasil hazirlandigina gére degismektedir.

Quercetinin  kolon kanseri dahil bir¢ok
kanser ¢esidinde anti-kanser etkilerinin
oldugu gosterilmistir.  Quercetinin  hiicre
cogalmasi, anjiyogenez, apoptoz,
inflamasyon, ila¢ direngliligi, hiicre gocii,
metastaz ve otofaji gibi cesitli
mekanizmalarda etki gosterdigi bildirilmistir.?
Ornegin; Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde
CDC6 (cell division cycle 6), CDK4 (cyclin-
dependent kinase 4) ve siklin D1 gibi hiicre
dongiisii ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyesinin diismesine neden olarak hiicre
dongiisiinii duraksatti1 gosterilmistir.® HT-29
hiicrelerinde AMPK ve p53'iin fosforilasyonu
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yoluyla apoptozu uyardigi gésterilmistir.”®
HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde ise
AMPK sinyal yolagi aracilifn ile apoptoz
yolaginin  uyarilmasinda 6nemli oldugu
gdsterilmistir.” Bunun yani sira, LoVo kolon
kanseri hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) {iretimini arttirarak apoptozu uyardigi
gosterilmistir.!® Quercetinin kolon kanseri
hiicrelerinde farkli mekanizmalara etki ettigi
yukarida siralanmistir.  Ancak nekroptoz
lizerine  etkilerinin  gosteren  caligsmalar
kisithdir. Nekroptoz, apoptoz ve nekrozun
izlerini tasiyan bir programli hiicre Sliimii
cesididir.  Programli  olmasindan  dolay1
apoptoza, hiicre Oliimii morfolojisi olarak
nekroza benzedigi i¢in nekroptoz olarak
adlandirilmigtir. Nekroptotik sinyalizasyonu,
timor nekrozis faktorii alfa reseptorleri
(TNFR1), Toll benzeri reseptorler, interferon
reseptorleri veya belirli DNA baglayic
proteinlerin aktivasyonunun asagi akisindaki
ic anahtar protein ile uyarilir. Bu proteinler:
RIPK1 (receptor interacting serine/threonine
kinase 1), RIPK3 ve MLKL (mixed lineage
kinase domain-like pseudokinase).!'"!3 1lk
olarak RIP proteinleri nekrosozomu olusturur
ve sonrasinda MLKL’nin bir araya
toplanmasim1  ve fosforilasyonunu saglar.
MLKL'nin RIPK3 ile fosforilasyonu, litik
hiicre Oliimiinii uyarmak i¢in membranlari
gecirgen hale getiren MLKL oligomerlerinin
toplanmasin1 ve plazma zar1 translokasyonunu
kolaylastirir. '

Quercetinin  HT-29'7  ve HCT-116'®
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigr ve
apoptozu uyardigr gdosterilmistir. Ancak,
yapilan literatiir — taramalari  neticesinde
quercetinin  kolon  kanseri  hiicrelerinde
nekroptoz yolagina etkisini gosteren herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu
caligmada,  quercetinin  kolon  kanseri
hiicrelerinde nekroptoz yolagma etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem
Hiicre kiiltiiri

Bu c¢alisma icin HT-29 ve HCT-116 kolon
kanseri hiicreleri ATCC’den temin edilmistir.
Hiicrelerin kiiltiir islemleri 37 °C sicaklikta,
%5 CO2 ve %95 hava iceren inkiibatorde
gerceklestirildi. HT-29 ve HCT-116 hiicreleri
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%10 fetal sigir serumu (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, ABD) ve %] penisilin/streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)
besiyerinde ¢ogaltildi. Flasklarda ¢ogaltilarak
yeterli sayiya ulasmis hiicreler Tripsin-EDTA
(Thermo, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
kaldirilarak falkon tiipe toplandi. Ardindan
2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve pelet
tekrardan siispanse edilerek Triphan blue ile
Thoma laminda hiicre sayimi yapildi.

Quercetinin kolon Kkanseri hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisinin gosterilmesi

Ilk olarak 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarma
30.000 hiicre/ml ekildi ve 24 saat
karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edildi. 24
saatin sonunda hiicrelerdeki besi yeri
uzaklastirip PBS (Phosphate-Buffered Saline)
ile yikama islemleri yapildi. Dimetil siilfoksit
(Sigma, ABD) i¢inde c¢ozdiirillen quercetin
farkli  konsantrasyonlara  (200-100-50-25-
12.5-6.25-0 pM) hazirlandi ve HT-29 ve
HCT-166 hiicrelerine verilerek 24h inkiibe
edildi.!® Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara
100 ul 1 mg/ml oraninda
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide
(Sigma, ABD) soliisyonu eklendi ve 2-3 saat
37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda slipernatant ¢ekilip mavi-mor
formazan partikiiller DMSO ile ¢ozdiiriilerek
570 nm dalga boyunda Thermo Scientific
Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific,
ABD) mikroplaka okuyucuda okutuldu.

Real-Time PCR deneyleri

Gene ekspresyonlart i¢in ilk olarak
hiicrelerden = RNA  izolasyonu  yapild.
Hiicreler kaldirildiktan sonra beta-
merkaptoetanol igeren liziz tampon c¢ozeltisi
ile ¢ozdiiriildi. RNA izolasyonlar1 igin
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific, ABD) kullanildi. Kitin
prosediiriine gore diger islemler asama asama
takip edildi. Son olarak, elde edilen RNA
orneklerinin konsantrasyonlarmi belirlemek
icin RNA’lar NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, ABD) spektrofotometrede ol¢iildii
ve hizlica -80 °C dondurucuya kaldirildi.

Izole edilen RNA 6rneklerinden tek sarmal
cDNA sentezi i¢in RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,
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ABD) kullanildi. cDNA sentezi i¢in 500 ng
RNA kullanild1 ve iiretici firmanin Onerisi
dogrultusunda belirlenen miktarlarda karigim
hazirlandi. Hazilarlanan karisim SensoQuest
PCR cihazinda uygun termal sartlara tabii
tutuldu.

Nekroptoz ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerini  belirlemek icin bu genlere
spesifik primerler kullamldi.?® Bu primerler
ve RealQ Plus 2x Master Mix Green Kit
(Amplicon,  Danimarka) ile  genlerin
ekspresyon seviyeleri belirlendi. Her bir
ornek i¢in hazirlanan bu karisim RotorGene
(Qiagen, Almanya) cihazinda 95 °C’de 15 dk,
95°C’de 15 s 60°C’de s ve 72 °C’de 30 s (40
dongili) termal sartlara tabii tutuldu. Her
reaksiyon sonunda 55-95°C arasinda erime
egrisi analizi yapildi. Reaksiyon sonrasinda
uygun bir esik degerde her bir 6rnek i¢in Ct
(cycling  threshold) degeri  belirlendi.
Hesaplanan Ct degerlerine gore gen
ekspresyon seviyesi 24" (ACt=Cthedef gen—
Ctreferans gen) formiiliine gore belirlendi.?!
Formiildeki hedef genler RIPKI, RIPK3,
MLKL’yi, referans gen ise GAPDH’i ifade
etmektedir.

Verilerin analizi

Tim  sonuglarin istatistiksel  olarak
degerlendirilmesi ve grafik olarak
gosterilmesinde ~ GraphPad  Prism  (v.8)
programi kullanildi. Verilerin normalitesini
analiz etmek i¢in  Shapiro-Wilk testi
uygulandi.  Sonrasinda, ikili  gruplarin
karsilagtirilmasinda t-testi, ikiden fazla grup
karsilagtirmalarinda ise One-Way ANOVA
analizi kullanildi. Tim sonuglar i¢in %95
giiven araligindan p<0,05 olan sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Arastirmanin etik boyutu

Bu calisma etik  kurul onayl1
gerektirmediginden etik kurul 1zni
alimamustir.

Bulgular

Quercetinin  kolon kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin belirlenmesi
icin MTT deneyleri yapildi. Doza bagl olarak
HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde hiicre
canliliginin azaldigr gosterildi (Sekil 1). HT-
29 kolon kanseri hiicrelerinde quercetinin
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etkin dozu 50 puM olarak belirlendi
(»=0,0286). HCT-116 hiicrelerinde ise etkin
doz 100 uM olarak belirlendi (p=0,009).
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Sekil 1. HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde
quercetinin  hiicre canliligina etkisi gosterilmistir.
*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001. SF: serum
icermeyen besiyeri, DMSO: dimetilsiilfoksit

HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde quercetin
maruziyeti sonrasinda nekroptoz ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi
icin Real-Time PCR deneyleri yapild1.
Nekroptoz  iliskili  genlerin  ekspresyon
seviyesindeki degisimler iki farkli dozdaki
(50-100 uM) quercetin uygulamasi sonrasinda
belirlendi. HT-29 hiicrelerinde = RIPKI1
ekspresyon seviyesi, 50 puM ve 100 uM
quercetin  uygulanan iki grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede artis
gosterdi. 50 uM quercetin uygulanan grupta
RIPK1 ekspresyon seviyesi yaklasik 4 kat
artis gosterirken (p=0,023), 100 uM quercetin
uygulanan  gruptaki RIPK1 seviyesinin
yaklagik 6,5 kat artis gosterdigi bulundu
(»=0,001). Bunun yani sira, RIPK3 ve MLKL
genlerinin ekspresyon seviyesinde de anlamli
artislar gozlemlendi (Sekil 2).

HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde
RIPK1 ve MLKL genlerinin ekspresyon
seviyesi gosterildi. HCT-116 hiicrelerinin
RIPK3 eksprese etmedigi daha onceki
calismalarda  gdsterilmisti.?®??  HCT-116
hiicrelerinin 50 uM ve 100 uM quercetin
maruziyeti sonrasinda RIPK1 ekspresyon
seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
artis gosterdi. HCT-116 hiicrelerinin 50 uM
quercetin  maruziyeti sonrasinda RIPK1
ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna
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kiyasla yaklasik 2 kat arttig1 (»p=0,049), 100
UM quercetin maruziyeti sonrasinda ise 2,5
kat arttig1 bulundu (p=0,001). Ancak MLKL
geninin ekspresyon diizeyinde anlamli bir
degisim goriilmedi (p=0,136) (Sekil 3).
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Sekil 2. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin 50 uM ve
100 puM quercetin maruziyeti sonrasinda RIPKI,
RIPK3 ve MLKL genlerinin ekspresyon sevilerindeki
degisimler  gosterilmistir. ~ *p<0,05,  **p<0,01,
***p<0,001. SF: serum igermeyen besiyeri, DMSO:
dimetilstilfoksit
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Sekil 3. HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinin 50 uM ve
100 uM quercetin maruziyeti sonrasinda RIPK1 ve
MLKL genlerinin ekspresyon sevilerindeki degisimler
gosterilmistir.  *p<0,05, ***p<0,001. SF: serum
icermeyen besiyeri, DMSO: dimetilsiilfoksit

Tartisma

Nekroptoz, apoptozdan farkli
programlanmis bir enflamatuvar hiicre 6limii
seklidir. Bu programli hiicre 6limii ¢esidi,
doku onarimim1 ve patojenlerin tespitini
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desteklemek icin  geligmistir.?*> RIPKI-
RIPK3-MLKL'den olusan kanonik Olim
reseptorii aracili nekroptotik yolak, TNFR
gibi 6liim alan1 reseptorlerinin ve Toll benzeri
reseptorlerin asag1 akisinda tetiklenir.!!

Dogal tiriinler, 6zellikle flavonoidler diisiik
toksisiteleri ve ¢oklu hedefleme teknikleri
nedeniyle kanser tedavisi i¢in Onemli
molekiillerdir. Antioksidan, anti-bakteriyal ve
anti-inflamatuar etkileri gibi ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip bir flavonoid olarak
quercetin sebze ve meyvelerde bol miktarda
bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda
quercetinin farkli kanser tiirlerinde apoptoza
etkisi gosterilmistir. Bunun yani sira, otofaji,
hiicresel yaslanma, mitotik felaket, ferroptoz,
piroptoz ve nekroptoz gibi apoptoz dis1 hiicre
oliimlerini de etkiledigi gosterilmistir.>* Az

sayidaki  calisma  kanser  hiicrelerinde
quercetinin nekroptozu uyardigini
gostermektedir. Estrada-Villasefior ve

arkadaslari, dev hiicreli kemik tiimdoriinde
quercetin maruziyetinin otofajiye ek olarak
RIPK1 ekspresyonunu arttirarak nekroptozun
uyarildigim gostermislerdir.>> Buna ek olarak,
MCF7 meme kanseri hiicrelerinin quercetin
ile ZVAD (apoptoz inhibitdrii) maruziyetine
kiyasla Necrostatin-1 ile maruz birakildiginda
hiicre ¢cogalmasinin artmasimma neden oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, Necrostatin-1
varliginda quercetinin Necrostatin-1
yokluguna kiyasla BAX geninin
ekspresyonunu azaltarak apoptozu baskiladigi
ve  hiicre  proliferasyonunu  arttirdigi
gosterilmistir.® Ayrica, quercetinin sicanlarda
omurilik yaralanmasindan sonra
RIPK3/MLKL aracil oligodendrosit
nekroptozunu hafiflettigi bildirilmistir.>” Bir
diger calismada ise, quercetinin tavuk
beyninde nekrositoz insidansini  Onemli
ol¢iide azalttig1 gosterilmistir.?®

Bu ¢aligmada ise quercetinin kolon kanseri
hiicrelerinde RIPK1, RIPK3 ve MLKL

genlerinin  ekspresyonunu  diizenleyerek
nekroptozu gosterilmistir. Ozellikle HT-29
hiicrelerinde quercetin maruziyetinin

hiicrelerde RIPK1, RIPK3 ve MLKL
ekspresyonunu uyararak nekroptozu uyardigi
gosterilmistir. RIPK3 eksprese etmeyen HCT-
116 hiicrelerinde’®* ise yalnizca RIPK1
geninin ekspresyon seviyesinde bir artis
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oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerde RIPK3
ekspresyonunun  olmamasi  alt  sinyal
yolagindaki MLKL geninin ekspresyon
seviyesinin degismemesine neden olabilir. Bu
durumun agiklanmasi i¢in, RIPK1 ve RIPK3
proteinlerinin seviyesi ve MLKL
fosforilasyonunun gdosterilmesi gibi ileriki
calismalara ihtiyac duyulmaktadir.
Dolayistyla, nekroptoz iligkili genlerin protein
seviyelerinin belirlenememesi calismamizin
sinirliliklart  arasindadir. Buna ek olarak,
elektron mikroskobu goriintiileriyle nekroptoz
morfolojisinin ~ gosterilmesi ~ quercetinin
nekroptoz yolagindaki roliiniin daha net
olarak ortaya konmasinda biiylik 6nem arz
etmektedir. Ayrica, in vivo fare modellerinde
quercetinin  nekroptoz  lizerine  etkisinin
belirlenmemis olmasi da sirliliklarimiz
arasinda yer almaktadir.

Arastirmanin Etik Boyutu

Bu ¢alisma i¢in etik kurul onay1 etik kurul
izni alinmamustir.
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