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ROSMARİNİK ASİTİN İNSAN KOLON KANSERİNDE OTOFAJİK ETKİSİ 

AUTOPHAGIC EFFECT OF ROSMARINIC ACID ON HUMAN COLON CANCER 

  İlkay Çorumluoğlu1*,   Ebru Alimoğulları1   
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ÖZ 
Amaç: Kolon kanseri en agresif kanser türüdür ve tedavilerin 
yetersiz olmasından kaynaklı ileri aşamalarda kötü prognoz ile 
karakterizedir. Rosmarinik asit (RA) kolon, pankreas, prostat, 
karaciğer ve multipl miyelom dahil olmak üzere çeşitli 
kanserlerdeki lezyonlara karşı etkili olduğu kanıtlanmıştır. 
Çalışmamızda lipopolisakkarit (LPS) ile oluşturulan hücresel hasar 
ve otofaji üzerine rosmarinik asitin kolon kanseri hücrelerine 
etkisini araştırmayı amaçladık.  
Yöntem: Çalışmamızda insan kolon kanseri Caco-2 (HTB-37) 
hücre hattı kullanıldı. Kontrol, LPS, RA ve LPS+RA olmak üzere 4 
grup dizayn edildi. Caco-2 için 200 µg/mL RA dozu ve LPS dozu 10 
μg/ml kullanıldı. Caco-2 hücre hatları kültüre edildikten sonra 
Beclin-1, p62 ve LC3 proteinlerinin hücresel lokalizasyonlarını 
belirlemek için immünohistokimyasal analizler gerçekleştirildi. 
Otofajik yolaktaki bu proteinlerin ifadesini belirlemek için 
western blot analizleri yapıldı.  
Bulgular: LPS hasarı oluşturulan grupta kontrol grubuna göre 
otofajik protein ifadesi yüksek bulunmuştur (p<0,05). LPS+RA 
verilen grupta diğer gruplar ile karşılaştırıldığında istatistiksel 
olarak anlamlı fark bulunmuştur (p<0,05).  
Sonuç: Sonuç olarak, Caco-2 kolon kanser hücrelerinde LPS ile 
hasar oluşturulduğunda  otofaji yolağındaki Beclin 1, p62 ve LC3 
önemli proteinlerin ifadelerinde azalma ancak rosmarinik asit ile 
tedavi edilen grupta protein ifadelerinde artış olduğunu tespit 
ettik. Bu çalışma ile rosmarinik asitin kolon kanseri hücrelerinin 
otofaji yolağında önemli proteinlerin degredasyonuna karşı klinik 
etkilerinin tespit edilebilmesi için daha kapsamlı çalışmaların 
yapılması gerektiğini önermekteyiz. 

Anahtar Kelimeler: Caco-2, rosmarinik asit, Beclin 1, p62, LC3, 
LPS 

ABSTRACT 
Objective: Colon cancer is the most aggressive type of cancer and 
is characterized by a inefficient prognosis in advanced stages due 
to inadequate treatment. Rosmarinic acid (RA) has been shown to 
be effective against lesions in various cancers, including colon, 
pancreatic, prostate, liver and multiple myeloma. In our study, we 
aimed to investigate the effect of rosmarinic acid on 
lipopolysaccharide (LPS)-induced cell damage and autophagy in 
colorectal cancer cells.  
Method: The human colon cancer cell line Caco-2 (HTB-37) was 
used in our study. 4 groups were formed: Control, LPS, RA and 
LPS+RA. For Caco-2, an RA dose of 200 µg/ml and an LPS dose of 10 
µg/ml were used. After the Caco-2 cell lines were cultured, 
immunohistochemical analyzes were performed to determine the 
cellular localizations of Beclin-1, p62 and LC3 proteins. Western 
blot analyzes were performed to determine the expression of these 
proteins in the autophagic pathway.  
Results: Autophagic protein expression was found to be higher in 
the LPS-damaged group compared to the control group (p<0,05). It 
was found to be statistically significant in the LPS+RA group 
compared to the other groups (p<0,05). 
Conclusion: As a result, we found that when LPS-induced damage 
was induced in Caco-2 colon cancer cells, there was a decrease in 
the expression of important Beclin 1, p62 and LC3 proteins in the 
autophagy pathway, but an increase in their protein expression in 
the rosmarinicacid-treated group. In conclusion, with this study we 
suggest that more comprehensive studies should be conducted to 
determine the clinical effect of rosmarinic acid against the 
degradation of key proteins in the autophagy pathway in colorectal 
cancer cells. 
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Giriş 

Kolorektal kanser (CRC), sindirim sisteminin sık görülen 
malign tümörlerinden biridir ve görülme sıklığı mide ve 
özofagus kanserlerinden sonra ikinci sıradadır1. Rektum 
kanserlerinin %90'ından fazlası, cerrahi eksizyonla 
çıkarılabilen adenokarsinomlardır. Ancak cerrahi 
eksizyonun sonuçları rektum kanserinin evresine bağlıdır. 
Tek başına cerrahi eksizyonun ve cerrahi eksizyonu 
takiben radyoterapi (RT) ile karşılaştırıldığında, rektum 
kanserinin lokal tekrarlama riskinin daha yüksek olduğu 
bulunmuştur2. Kolorektal kanser (CRC), erkeklerde 
üçüncü, kadınlarda ise ikinci en sık görülen tümördür ve 
dünya çapındaki tüm tümör çeşitlerinin %10'unu 
oluşturur. Erkeklerde görülme sıklığı %25 daha yüksektir 
ve ülkeler arasında büyük farklılıklar gösterir3,4. 
Kanser hücrelerinde ubikuitin-proteazom sistemininde 
(UPS) içinde olduğu protein hemostasızın (proteostaz) 
sekteye uğradığı bilinmektedir5. Genom sekanslama 
çalışmaları, kanser hücre genomunun protein kodlama 
sekanslarında yüzlerce nokta mutasyonlarının olduğunu 
ortaya çıkarmıştır6. Bu durumda, kanser hücrelerindeki bu 
proteinler, protein kalite kontrol sistemine aşırı yük 
oluşturacak ve UPS aracılığıyla yıkıma uğratılacaktır7. 
Yapılan çalışmalar, kanserin başlangıcında otofaji 
aktivitörlerinin kanser gelişimini engellediği8, fakat ileri 
düzey kanserlerde hem aktive edici hem de inhibe edici 
ajanların tedaviye yönelik kullanımı önerilmiştir9. Yine 
kolorektal kanserli hastalarda p97/VCP (ATPaz valosin-
containing protein)’nin fazlaca ekspre olduğu ve bu 
ekspresyonun hücre büyümesi ve hücre canlılığı ile ilişkili 
olduğu belirlenmiştir10. Otofaji ve apoptoz, hücre ölümü 
ve hücre canlılığının düzenlenmesinde yer aldıklarından, 
bağlantılı ve korunmuş süreçlerdir11. Otofaji proteinleri, 
membrana bağlı otofagozom oluşumu ve 
olgunlaşmasında rol oynar. Otofagozomların oluşumu 
Autophagy-related protein 8 (ATG8) / Microtubule-
associated protein light chain 3 (LC3) proteinlerini 
gerektirir. LC3, otofagozomların en iyi bilinen belirtecidir. 
Otofajinin aktivasyonu, LC3I'yi katalize ederek otofajik 
membran ile ilişkili LC3-II'yi oluşturur12,13. Bu reaksiyon, 
moleküler ağırlığının 18 kDa'dan 16 kDa'ya değişmesine 
neden olur ve bu, genellikle otofaji tespiti için bir test 
olarak kullanılır. P62/SOSMT1 (Polyubiquitin-binding 
protein) proteini ayrıca otofajik akıyı incelemek için 
kullanılan başka bir belirteçtir ve otofajik bozunmayı 
kolaylaştırmak için LC3II'ye bağlanır. Daha sonra, 
otofagozomlar lizozomlarla birleşerek otolizozomlar 
haline gelirler ve burada içerikleri bozulur14. 
İki ana hücresel temizleme yolu olan UPS ve otofaji, 
proteinlerin bozulmasını sürdürmek için birbirleriyle 
işbirliği yapar15,16. UPS, substratların proteazom 
tarafından bozunması için ubikuitin ile tanındığı ve 
etiketlendiği bir proteolitik sistemdir. Otofaji aynı 
zamanda proteinleri ve diğer hücresel materyalleri 
parçalamak için lizozomal hidrolazları kullanan parçalayıcı 
bir sistemdir. Hem UPS hem de otofajinin farklı, 
birbirinden bağımsız işlevleri ve mekanizmaları vardır, 
ancak protein bileşenleri ve her hücrede bulunma gibi 
birçok açıdan benzerliği paylaşırlar. Ubikuitin (Ub) 

proteini, ubikuitin aktive edici (E1), ubikuitin konjuge 
edici (E2) ve ubikuitin ligaz (E3) enzimlerinin ortak 
aktivitesi yoluyla proteinlerin lizin kalıntılarına konjuge 
edilmiş 76 amino asitli bir proteindir17. BECN1 geni 
tarafından kodlanan protein olan beclin 1, otofaji için 
gereklidir. Beclin 1, endositotik yolakta ve LC3 (mikrotübül 
ilişkili protein 1 hafif zincir 3) ilişkili fagositoz dahil olmak 
üzere diğer yolaklarda da yer almaktadır18. Beclin 1, Bcl-2 
ile etkileşen yeni bir protein olarak tanımlanan ilk memeli 
otofaji proteinidir19. Beclin 1 aynı zamanda dönüm 
noktası niteliğinde bir otofaji proteini olarak da 
tanımlanmaktadır19,20. BECLIN1, hem otofaji hem de 
membran trafiği işlevlerini, başlıca vakuolar protein 
sıralama ilişkili protein 15 (VPS15), VPS34, UV radyasyon 
direnci ilişkili gen ürünü (UVRAG) ve otofaji ilişkili protein 
14 (ATG14) olmak üzere birkaç başka proteinle etkileşime 
girerek gerçekleştirir. Bunlar birlikte, sırasıyla ATG14 veya 
UVRAG'ın mevcut olup olmamasına bağlı olarak iki farklı 
Sınıf III PI3K kompleksi, Kompleks 1 (C1) ve Kompleks 2 
(C2) halinde birleşir. Bu kompleksler içinde, katalitik lipid 
kinaz alt birimi VSP34, PtdIns'in fosforilasyonundan 
sorumludur ve bu da daha sonra efektör proteinlerin işe 
alınması yoluyla otofaji ve/veya membran trafiği 
işlevlerine aracılık eder21. Otofajik fonksiyona ek olarak, 
son çalışmalarda Beclin 1'in tümör proliferasyonunda 
düşük ekspresyonu ve baskılayıcı fonksiyonu olduğu 
gösterilmiştir20. 
Biberiye (Rosmarinus officinalis) labiat ailesine 
(Lamiaceae) aittir. Bu bitki ailesinin aktif bileşenleri 
fenolik diterpenler ve triterpenlerdir. Bu bileşiklerin 
yüksek antioksidan etkileri vardır. Biberiyenin ana aktif 
bileşikleri arasında kafeik asit, rosmarinik asit (RA), ursolik 
asit (UA), karnosik asit (CA) ve karnosol bulunur. 
Biberiyenin toplam antioksidan aktivitesinin yaklaşık 
%90'ı karnosol ve CA'dan türetilmiştir. Rosmarinik asit, 
fenolik halkalarından birini kafeik asit aracılığıyla 
fenilalaninden, diğer halkasını ise 3,4-dihidroksifenillaktik 
asit aracılığıyla tirozinden elde eden kafeik türevlerden 
biridir. Ursolik asit, antikanser ve anti-inflamatuar 
özelliklere sahip bir pentasiklik triterpenoiddir22. 
Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), birçok doku ve organda 
inflamasyona neden olur ve sistemik inflamasyonu 
uyararak sepsise neden olabilir. LPS, gram negatif 
bakterilerin hücre duvarının toksik bir bileşenidir. Gram 
negatif bakterilerin hücre duvarı; bir iç peptidoglikan 
tabakası ve bir dış LPS, protein ve fosfolipid tabakasından 
oluşur. LPS katmanındaki endotoksin molekülü hücre 
zarında kaldığı sürece etkisizdir. Hızlı hücre proliferasyonu 
veya hücre yıkımı sırasında salınan endotoksin, 
sepsis/endotoksemi olaylarını başlatan anahtar 
moleküldür. LPS, optimal bir bakteriyel enfeksiyon modeli 
oluşturmak için yaygın olarak kullanılmaktadır23. 
Caco-2 (HTB-37) hücre hattında rosmarinik asit ve LPS 
varlığında ilk olarak Beclin-1, p62 ve LC3 ekspresyonları 
immunohistokimya ve western blot yöntemleriyle 
belirlenmesi amaçlanmıştır. Literatürde ilk kez kolon 
karsinomlarında rosmarinik asit ve otofaji arasındaki ilişki 
ortaya konulup, kanser hastalıklarında otofajik 
proteinlerin önemine dair ön bilgiler elde edilmesi 
hedeflenmiştir. 

127



Çorumluoğlu ve Alimoğulları, RA’nın Otofajik Etkisi 

 

 

Yöntem 
 
Kimyasallar ve Antikorlar 
Bu çalışmada kullanılan rosmarinik asit Sigma Aldrich (St. 
Louis, Mo., ABD) firmasından satın alınmıştır ve saflığı 
%95'tir (HPLC) (Şekil 1). Primer antikorlardan rabbit-LC3B 
(BS-55120R, Bioss, USA), rabbit- p62 (bs-55207R, Bioss, 
USA), rabbit Beclin-1 (PA5-20171, Invitrogen, USA), rabbit 
beta-aktin (1:1000, rabbit, bs-0061R, Bioss, USA), 
sekonder antikor olarak goat anti-rabbit IgG (H+L) 
konjuge peroksidaz (UK293475, Thermo scientific, USA), 
ve DAPI(2328994, Invitrogen, USA) kullanılmıştır. 
 

 
Şekil 1. Rosmarinik asitin moleküler yapısı (C18H16O8). 
 
Hücre Kültürü Yöntemi  
Çalışmamızda ATCC (American Type Culture Collection) 
tarafından sağlanan Caco-2 (ATCC® Cat. No. HTB-37™) 
hücre hattı kullanılmıştır. Hücreler %1 
penisilin/streptomisin ve %10 fetal sığır serumu (Hyclone, 
ABD) ile desteklenen DMEM kültür ortamında (Gibco, 
ABD) 37°C'de %5’lik CO2 içeren inkübatörde kültüre 
edilmiştir. Western blot ve immünohistokimyasal 
analizleri için hücreler, %70 çoğalma kapasitesine 
ulaştığında %0,25 trypsin kullanılarak kültür kaplarından 
ayrılmaları sağlanıp 6 kuyucuklu kültür kaplarına ekimleri 
yapılmıştır 24. Ön çalışmalar sayesinde Caco-2 hücreleri 
için belirlenen 200 µg/mL RA dozu25 ve LPS dozu (10 
μg/ml)26 kullanılmıştır. Çalışmamız kontrol, LPS, RA ve 
LPS+RA olmak üzere 4 gruba ayrılmıştır.  
 
İmmünofloresan Çalışmaları  
Caco-2 hücreleri coverslip (15x15mm, yuvarlak, Nest) 
eklenen 6 kuyucuklu kültür kaplarında inkübe edilmiştir. 
Caco-2 hücreleri 3 kez PBS (Phosphate-buffered saline) ile 
yıkandıktan sonra %4’lük formaldehit ile tespit işlemi 
gerçekleştirilmiştir. Fiksasyondan sonra 3 kez tekrardan 
PBS ile yıkandıktan sonra, 1 saat oda sıcaklığında 
bloklama solüsyonunda (%3’lük Bovine serum albümin- 
%10’luk rabbit serum) bekletilmiştir. Caco-2 hücrelerinin 
üzerine, bloklama sonrasında yıkama işlemi yapılmadan 
LC3B (1:300, BS55120R, Bioss, USA), p62 (1:200 bs-
55207R, Bioss, USA), Beclin 1 (1:200, PA5-20171, 
Invitrogen, USA) primer antikorları damlatılıp 4°C’de gece 
boyunca buzdolabında inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonrası 3 kez PBS ile yıkandıktan sonra primer antikorlara 
uygun sekonder antikorlar (Goat-anti-rabbit IgG (H+L) 
FITC konjuge peroksidaz, (UK293475, Thermo scientific, 
USA) ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Süre 
bitiminde 3 kez PBS ile yıkanmıştır. Hücreler inkübasyon 
sonrasında immünofloresan kapatma medyumu DAPI 
(2328994, Invitrogen, USA) ile kapatılmıştır. Olympus 

CKX41 marka floresan mikroskobu ile görüntülenmesi 
gerçekleştirilmiştir. 
 
Western Blot Analizi  
Western blotlama için Caco-2 hücreleri 6 kuyucuklu 
kültür kaplarına kültüre edilmiştir. Protein 
konsantrasyonunun belirlenmesi için Bradford yöntemi 
kullanılmıştır. Hücreler 20 µg protein, gradyan jeline 
(Invitrogen) yüklenmiş ve bir nitroselüloz membran 
üzerine yarı kuru transfer gerçekleştirilmiştir. Membran 
blokajı için PBS içindeki %5 süt kullanılmıştır ve ardından 
LC3B (1:300, BS-55120R, rabbit, Bioss, USA), p62 (1:200, 
bs-55207R, rabbit, Bioss, USA), Beclin-1 (1:200, PA5-
20171, Rabbit, Invitrogen, USA), beta-aktin (1:1000, 
rabbit, bs-0061R, Bioss, USA) primer antikorları ile gece 
boyunca 4 °C'de membranlar inkübe edilmiştir. Yıkamanın 
ardından 1 saat oda sıcaklığında HRP-konjuge-sekonder 
antikorlar (anti-rabbit 1:2000 oranında) ile inkübe 
edilmiştir. HRP Luminol/Enhancer ve Peroxide buffer 
(Abcam) blotlanan membranlara 5 dakika boyunca 
kemilüminesans (ab133406, Abcam) uygulanmıştır27. 
Western blot bantları jel belgeleme sistemi (UVP) ile 
görselleştirilmiş ve bant yoğunlukları IMAGE J Versiyon 
1.46 (NIH) ile değerlendirilmiştir. 
 
Biyoistatistiksel Analiz 
Western blot analiz sonrası band yoğunlukları ve gruplar 
arası karşılaştırmalar Image J analiz programı kullanılarak 
analiz edilmiştir. İmmünofloresans sonuçlarının analizi 
GraphPad Prism version 8.4.2. programında One-way 
Brown-Forsythe testi uygulanarak belirlendi. Tüm 
grupların tanımlayıcı istatistiksel ANOVA değerleri 
yapılmıştır. Western blot analiz sonuçları GraphPad Prism 
version 8.4.2. programında One-way ANOVA Tukey'nin 
çoklu karşılaştırma testinde analizi yapılmıştır. İstatistiksel 
anlamlılık düzeyi p˂0,05 olarak kabul edilmiştir. 

 
Bulgular 
 
İmmünofloresans analizlerine göre LPS gruplarında 
otofajik yolaklardaki önemli belirteçlerden Beclin-1, p62 
ve LCB proteinleri sitoplazmada ve perinükleer alanlarda 
yoğun olarak görülmüştür. Kontrol grubu ile LPS, RA ve 
LPS+RA grupları arasında Beclin-1, p62 ve LC3 protein 
ifadelerinde istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmuştur (p<0,0001). LPS grubunda Beclin-1, p62, LC3 
protein ifadelerinde artış tespit edilmiştir. RA grubundaki 
Beclin-1, p62, LC3 protein ifadelerinde azalma ve her iki 
grup arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmuştur (p<0,0001). Beclin-1, p62, LC3 proteinleri 
RA grubunda yüksek düzeyde ifade edilmiştir. RA grubu, 
LPS+RA grubu ile karşılaştırıldığında proteinlerin 
ifadesinde azalma görülmüştür ve istatistiksel olarak 
anlamlı fark bulunmuştur (p<0,0001) (Şekil 2). Hücresel 
hasar oluşturulan LPS grubuna RA verildiğinde otofajik 
yolak proteinlerinde yıkım normal olarak gerçekleştiği 
için protein ifade düzeylerinde azalma gözlenmiştir. RA 
gruplarındaki her üç proteinin kontrol grubuna göre 
protein ifadelerinde azalma görülmüştür. 
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LPS Beclin-1 ile LPS LC3 (p=0,9375), LPS Beclin-1 ile LPS 
p62 (p=0,9986), LPS LC3 ile LPS p62 (p=>0,9999), RA 
Beclin-1 ile RA p62 (p=>0,9999), RA LC3 ile RA p62 
(p=0,0573) ve LPS+RA LC3 ile LPS+RA p62 (p>0,9999) 
grupları arasında protein ifadeleri açısından istatistiksel 

olarak anlamlı fark bulunmamıştır. Analiz sonuçlarımıza 
göre, hücresel hasar oluşturulan LPS grubuna verilen 
etken maddenin rejeneratif etkisi olduğu hem gözlemsel 
hem de istatistiksel olarak anlamlılık göstermiştir (Şekil 
2). 

 
Şekil 2. İmmünofloresans analiz fotomikrografları. A) Kontrol, B) LPS Beclin-1 grubu, C) LPS p62 grubu, D) LPS LC3 grubu, E) RA Beclin-1 
grubu, F) RA p62 grubu, G) RA LC3 grubu, H) LPS+RA Beclin-1 grubu, I) LPS+RA p62 grubu, İ) LPS+RA LC3 grubu, J) Proteinlerin nokta/hücre 
oranları histogram grafiğinde verilmiştir. Hücrelerdeki protein ifadesi nokta/hücre şeklinde image j programında hesaplanmıştır. Gruplar 
arasındaki protein ifade düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Her grup 3 farklı alandan bağımsız şekilde 
değerlendirilmiştir. Sarı oklar protein ifadesinin yoğun olduğu alanları işaret etmektedir. (Olympus CKX41-büyütme 100x), Bar: 20 μm. 
 
Western blot analizinde bant yoğunlukları incelendiğinde 
özellikle LPS gruplarında Beclin-1, p62 ve LC3 
proteinlerinin ifadelerinde artış belirlenmiştir. Hücresel 
hasar oluşturulan LPS grubunda otofaji yolağındaki 
bozukluklar sebebi ile hücrede Beclin-1, p62 ve LC3 
proteinlerinin birikime yol açmıştır. Hücrelerdeki hasarı 
tamir etmek için rosmarinik asit verilen LPS+RA grubunda 
Beclin-1, p62 ve LC3 proteinlerinin ifadelerinde RA ve 
kontrol gruplarına göre artış saptanmıştır (p<0,0001). 
LPS+RA grubunda otofaji yolağındaki protein yıkımının 
düzelmesi sebebi ile jel bantlarında LPS grubuna göre 
daha az protein ifadesi gözlemlenmiştir (Şekil 3). Beclin-1 
protein ifadesine bakıldığında, kontrol ile LPS (p=0,0028), 
LPS ile RA (p=0,0009) ve LPS ile LPS+RA (p=0,0161) 
gruplarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmuştur. Kontrol ile RA (p=0,7327), kontrol ile 
LPS+RA (p=0,5313) ve RA ile LPS+RA (p=0,1456) grupları 
karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 
bulunmamıştır. LC3 ve p62 protein ifadeleri tüm gruplar 
içerisinde birbirleri ile karşılaştırıldığı istatistiksel olarak 
anlamlı farklılık olduğu belirlenmiştir (p<0,0001) (Şekil 3). 
 

 
Şekil 3. Western blot analizi. A) Beclin-1 (52 kDa), p62 (62 kDa), 
LC3 (18 kDa ve 16 kDa) ve beta-aktin (42 kDa) protein ifadeleri 
western blot analizinde gösterilmiştir. Deneyler 3 kez 
tekrarlanmıştır, image J programında jel yoğunlukları 
ölçülmüştür ve istatistiksel olarak GraphPad prism 8.4.2 
programında değerlendirilmiştir. B) Protein düzeylerine (AU) ait 
histogram grafiği verilmiştir. Beclin-1 proteini (*LPS vs. LPS+RA, 
p=0,0161; **Kontrol vs. LPS; p=0,0028; ***LPS vs. RA, 
p=0,0009), p62 ve LC3 protein ifade düzeyleri gruplar arasında 
****p<0,0001 olarak gösterilmiştir. 
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Tartışma 
 
Kolorektal kanserin ilerlemesi inflamasyon ile yakından 
bağlantılıdır28. Kolorektal kanser genellikle adenomatöz 
polipler adı verilen kanser öncesi büyümelerden 
kaynaklanır. Bu büyümeler, kolorektal sistemi kaplayan 
epitel hücrelerinde aşırı hücre çoğalmasına neden olur. 
Apoptozis gibi programlanmış hücre ölümünü bozan 
genetik mutasyonların birikmesi nedeniyle 
adenokarsinomaya kötü huylu dönüşüm geçirebilir29. 
Kolorektal kanserin erken teşhisi hastaların klinik 
sonuçlarını önemli ölçüde iyileştirebilse de, ileri evre III 
veya evre IV hastalık tanısı konulanlar için 5 yıllık sağkalım 
oranı endişe verici derecede düşük kalmaya devam 
etmektedir30. 
CRC insidansı giderek artmaktadır ve dünya çapında en 
yaygın kanserlerden biri haline gelmiştir. Bu nedenle, 
kolonla ilişkili tümörlerin yıkıcı etkisini bastırmada etkili 
olacak maliyeti ucuz, doğal olarak oluşan bileşikleri 
keşfetmek önemlidir. Bitkisel kökenli bileşiklerden biri 
olan RA, kanser önleme ve tedavisi için bir ajan olarak 
kullanılmak üzere çekici özelliklere sahiptir31. RA’nın 
özellikle fenolik bileşenlerinin, çeşitli mekanizmalar 
aracılığıyla kolon kanseri ve diğer kanser türleri üzerinde 
koruyucu etkiler gösterdiği de bulunmuştur22. 
Çalışmamızda, çeşitli bitkilerde bol miktarda bulunan 
polifenolik bir bileşik olan RA'nın, CRC hücrelerine karşı 
anti-kanser etkilerini güçlendirebileceğini gösterebilmek 
hedeflenmiştir. RA tedavisinin CRC hücre hattı Caco-2’de 
otofaji yolağındaki Beclin-1, p62 ve LC3 gibi önemli 
proteinlerin ifade düzeylerinde düzelme olduğunu tespit 
ettik. Bir çalışmada, RA'nın tümör oluşumu ve 
dolaşımdaki oksidan-antioksidan durumu üzerindeki 
etkisi değerlendirilerek, RA'nın azoksimetan (AOM) 
kaynaklı sıçan kolon karsinogenezisini önleme yeteneği 
araştırılmıştır ve çalışmamızla benzer sonuçlara 
ulaşmışlardır31. 
Programlanmış hücre ölümü olan apoptozis, doku 
homeostazının korunmasında önemli bir rol oynar ve 
düzensizliği kanser gelişimi ve ilerlemesine neden olur. 
RA'nın diğer kanser tiplerindeki pro-apoptotik etkilerine 
ilişkin önceki yayınlarla tutarlı olarak28,32, RA'nın sisplatin 
ile birlikte kolorektal kanser hücrelerinde apoptozu 
tetiklediğini, bunun da kaspazların ve pro-apoptotik 
protein Bax'ın aktivasyonu ve anti-apoptotik protein Bcl-
2'nin ifadesinin düzenlenmesiyle kanıtlandığını son 
çalışmalarda gözlemlediler. Bu bulgular, RA'nın içsel 
mitokondriyal yol aracılığıyla apoptozu indüklemedeki 
önerilen mekanizma ile uyumlu olduğu bulunmuştur29. 
RA, doğrudan sitotoksik etkilerinin yanı sıra tümör 
mikroçevresini düzenleyerek dolaylı antikanser etkileri de 
gösterebilir. Çok sayıda çalışma, RA'nın anti-inflamatuar, 
antioksidan ve antianjiyojenik özelliklerini 
vurgulamıştır33-35, bu da tümör promoting faktör, 
oksidatif stres ve neovaskülarizasyonu baskılayarak anti-
kanser aktivitesine potansiyel olarak katkıda bulunabilir. 
LPS, bakteriyel orijinli bir endotoksindir ve vücutta septik 
şoku etkilediği bilinmektedir. Bağışıklık hücreleri 
tarafından salgılanan önemli inflamatuvar olan Tümör 
Nekroz Faktör- α (TNF-α), İnterlökinler (IL-1β, IL-6 ve IL-

10) ve pro- ve anti-inflamatuvar sitokinlerin LPS 
hasarında immün cevabın oluşturulmasına neden olduğu 
gösterilmiştir36. Bir çalışmada, MTT testi kullanarak 
RA'nın MC38 hücreleri üzerindeki metastazı önleyici 
konsantrasyonu belirlenmiş ve RA 150 μM'nin MC38 
hücrelerinin göçünü ve invazyonunu önemli ölçüde 
engellediği ve bunun in vitro tümör metastaz inhibitörü 
olarak potansiyelini göstermişlerdir28.  
Karnosol (%1 diyette) kolorektal kanseri, bağırsak tümör 
çeşitliliğini azalttığı belirlenmiştir37. Ursolik asit (%0,11 
diyette) kolorektal adenom gelişiminin en erken 
öncülerinden biri olan anormal kript odaklarının ve 
özellikle tümör başlangıç evre insidansını azaltmıştır38. 
Araştırılan diğer kanser türleri arasında meme, karaciğer 
ve cilt kanseri yer almaktadır. Biberiye özütü, karnosol ve 
UA meme tümörünün görülme sıklığını ve/veya 
çokluğunu azaltmıştır39-41. Osakabe ve ark. tarafından 
bildirilen %68 RA içeren bir Perilla frutescens özütünün, 
iki aşamalı bir fare deri modelinde tümör oluşumunu 
belirgin şekilde azalttığını bildirmiştir42. 
Otofaji, uzun ömürlü proteinlerin, sitozolik bileşenlerin 
veya hasarlı organellerin yenilenmesinde rol oynayan 
oldukça düzenli bir süreçtir43. ROS'un ER stresini 
indüklemedeki rolüne ek olarak, Yang ve ark. tarafından 
gerçekleştirilen in vivo çalışmalar, bozulmuş otofajinin de 
ER stresine katkıda bulunduğunu ve otofaji 
restorasyonunun ER homeostazını iyileştirdiğini 
göstermiştir. Son veriler ayrıca hepatosit lipid birikiminin 
azalmış otofajik işlevle ilişkili olduğunu ileri sürmüştür; bu 
da otofaji'nin hepatositlerde lipid homeostazının 
düzenlenmesindeki rolünü göstermektedir. Mevcut 
çalışmada HepG2 hücrelerinin oleik asitle muamele 
edilmesiyle, LC3II, Beclin 1, ATG5 ve ATG7'nin protein 
ekspresyonunda azalma olduğu tespit edilmiştir44. LC3II, 
otofagozomun karakterize edilmiş bileşenidir ve 
azalması, hepatositlerde lipid damlacıklarının birikmesine 
yol açabilecek olan otofagozom dönüşümünün azaldığını 
göstermektedir. Benzer şekilde, Beclin 1, otofaji 
sürecindeki anahtar gendir ve otofaji aktivitesinin 
miktarını temsil etmektedir1. 
Çalışmamız RA’nın etkili bir şekilde kolon kanserinde 
hücresel otofaji yolaklarındaki defektleri 
iyileştirebileceğini ve engelleyebileceğini göstermektedir. 
LPS hasarı oluşturduğumuz Caco-2 hücre hasarında 
otofajik yıkımdaki etkisine karşı RA’nın rejeneratif etkisini 
tespit ettik. İmmünofloresans analizinda LPS gruplarında 
otofajik yolaktaki Beclin 1, p62 ve LC3 proteinlerinin 
yıkımındaki hasar sonucu, bu proteinlerin hücrenin 
sitoplazmasında ve perinükleer alanlarda yoğunlaştığını 
belirledik. LPS+RA verilen gruplarda protein 
degradasyonunda yıkımın geri dönüştürebilir etkilerini 
tespit ettik. Ek olarak, western blot analizi, 
immünofloresans analizindeki sonuçlarımızı 
desteklemektedir ve istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmuştur (p<0,05). 
Sonuç olarak, bulgularımız RA'nın anti-kanser etkilerini 
güçlendirirken, kullanılan in vitro hücre modeli ile RA’nın 
otofajik yolaktaki önemli proteinlerin degradasyonunda 
rejeneratif etkilerini olduğunu tespit ettik. İn vivo 
ksenograft modelleri ve hasta kaynaklı organoidler 
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kullanılarak yapılacak gelecekteki çalışmalar, farklı ilaç 
kombinasyon yaklaşımının terapötik potansiyeli hakkında 
klinik açıdan daha anlamlı bilgiler sağlayabileceğini 
düşünmekteyiz. 
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