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OZGUN ARASTIRMA

Silimarin SLIT2 Proteinini Aktive Ederek ve CXCR4
Ekspresyonunu Baskilayarak A549 Hucrelerini Inhibe Etti
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OZET

Akciger kanseri, diinya ¢apinda hem erkeklerde hem de kadinlarda kansere bagh 6nde gelen 6liim nedenlerindendir. SLIT2/ROBOL sinyali,
cesitli kanser tiplerini inhibe ettigi bildirilen ¢ok 6nemli bir yolaktir. CXCR4, kanser ilerlemesinde rol oynayan bir kemokin reseptoriidiir.
Silimarin, basta karaciger hastaliklar1 olmak {iizere akciger kanseri de dahil gesitli kanserlerde anti-kanserojen aktivitesi ne siiriilen bir
fitokimyasaldir. Ancak silimarinin akciger kanserinde SLIT2-ROBO1-CXCR4 ekseni iizerindeki etkisini inceleyen ¢alisma bulunmamakta-
dir. Burada amacimiz silimarinin A549 hiicreleri izerindeki sitotoksik ve morfolojik etkilerini arastirmak ve SLIT2-ROBO1-CXCR4 yola-
&indaki roliinii ortaya ¢ikarmaktir. {lk olarak, silimarinin doz analizi igin 24, 48 ve 72 saat uzunlugunda sitotoksisite testleri yapildi. Ardin-
dan degisen dozlarda silimarin ile morfolojik degerlendirme i¢in hiicreler H-E ile boyandi. Daha sonra SLIT2, ROBO1 ve CXCR4 proteinle-
ri igin western blot ve immiinositokimya analizleri yapildi. MTT analizine gore, A549 hiicrelerine kars: silimarinin ICs, konsantrasyonlar: 24,
48 ve 72 saatlik uygulamalari igin sirasiyla 930.1, 432.1 ve 99.8 uM olarak saptandi. H-E boyama yapilarak morfolojik olarak incelendiginde
sitoplazmik vakuoller, kii¢iilmiis heterokromatin ¢ekirdek ve bazofilik sitoplazmali hiicreler gdzlendi. 750 pM silimarin ile SLIT2, ROBO1
ve CXCR4 proteinleri i¢in Western blot ve immiinositokimya analizleri yapildi. 750 pM silimarin, kontrol grubuna kiyasla SLIT2 ve
ROBOL ekspresyonlarini arttirirken CXCR4'ii azaltti. Sonug olarak silimarin, SLIT2 ve ROBO1 protein ekspresyonunu aktive ederek ve
CXCR4 ekspresyonunu inhibe ederek AS549 hiicrelerini doza bagl olarak inhibe etmistir. Silimarinin akciger kanseri tizerindeki etkileri
literatlirde belirtilmistir. Ancak bu ¢aligma, A549 hiicrelerinde SLIT2-ROBO1-CXCR4 proteinleri ile silimarin arasindaki etkilesimi incele-
yen ilk ¢alismadir. Caligmamizin bundan sonraki arastirmalara yeni ufuklar agacagina inantyoruz.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri. A549. Silimarin. SLIT 2. ROBO 1. CXCR4.
Silymarin Inhibited A549 Cells by Activating SLIT2 Protein and Suppressing Expression of CXCR4

ABSTRACT

Lung cancer is one of the leading causes of cancer death in both men and women worldwide. SLIT2/ROBOI1 signaling is a crucial pathway
that has been reported to inhibit various types of cancer. CXCR4 is a chemokine receptor involved in cancer progression. Silymarin is a
phytochemical that has been suggested to have anti-carcinogenic activity in various cancers, especially liver diseases and lung cancer. How-
ever, there is no study examining the effect of silymarin on the SLIT2-ROBO1-CXCR4 axis in lung cancer. Here, our aim is to investigate
the cytotoxic and morphological effects of silymarin on A549 cells and to reveal its role in the SLIT2-ROBO1-CXCR4 pathway. Firstly, 24,
48 and 72 hour long cytotoxicity tests were performed for silymarin dose analysis, followed by H-E staining for morphological evaluation
with varying doses of silymarin. According to MTT analysis, IC50 concentrations of silymarin against A549 cells were determined as 930.1,
432.1 and 99.8 uM for 24, 48 and 72 hours administration, respectively. When stained with H-E, cytoplasmic vacuoles, shrunken hetero-
chromatin nuclei and cells with basophilic cytoplasm were observed. Then, western blot and immunocytochemistry analyzes were performed
for SLIT2, ROBOI1 and CXCR4 proteins with 750 pM silymarin. 750 uM silymarin increased SLIT2 and ROBO1 expressions while de-
creased CXCR4 compared to control group. In conclusion, silymarin dose-dependently inhibited A549 cells by activating SLIT2 and
ROBOI protein expression and inhibiting CXCR4 expression. The effects of silymarin on lung cancer have been reported in the literature.
This is the first study to examine the interaction between SLIT2— ROBO1 —CXCR4 proteins and silymarin in A549 cells. We believe that our
study will open new horizons for future researches.
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Akciger kanseri, diinya ¢apinda gelismis ve az gelis-
mis iilkelerde hem erkeklerde hem de kadinlarda kan-
sere bagli onde gelen 6lim nedenlerindendir. Yeni
teshis edilen tiim kanserlerin yaklasik %13'"linii olustu-
ran ikinci en yaygin kanserdir'. Kiigiik hiicreli olma-
yan akciger kanseri (NSCLC) ve kiigiik hiicreli akci-
ger kanseri, tim akciger kanserlerinin
yaklasik %901 olusturur. NSCLC, adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsino-
mu igeren tiim akciger kanserlerinin yaklasik %80'ini
temsil eder™. Klinik uygulamada, akciger kanserinde
uygulanan klasik kemoterapi tek basina tedavide etkin
bir basar1 saglamamakta ve hatta birgok kanser tipinin
direng gelistirmesine neden olmaktadir. Bu nedenle
alternatif tedavi araglarina ihtiya¢ duyulmaktadir®.

Apoptoz ve nekroz hiicreler arasi mekanizmalarla
yiiriitiilen hiicre 6liim tipleridir. Apoptoz, esas olarak
viicudun doku homeostazini diizenleyen hiicre kay-
naklt veya hiicre dis1 tetikleyiciler yoluyla meydana
gelen programlanmis hiicre 6liimii olarak tamimlanir®.
Nekroz ise hiicre i¢i materyallerin hiicreler arasi alana
sizarak inflamatuvar doku tepkisini indiikleyen bir
hiicresel yaralanma seklidir’. Antikanser aktivite gos-
teren ilaglarin iiretiminde apoptozisin tetiklenmesi ilag
gelistirmenin ana arastirma odaklarindan biridir®. Bir
antikanser ajana maruz kalan hiicreler apoptotik siire-
ce girdiginde hiicre membranlarin pargalanmasi,
kromatin ve niikleer yogunlasma gibi apoptozun fiz-
yolojik ve morfolojik degisiklikleri meydana gelir”.
Deve dikeni ya da S. marianum [L.] Gaertn tohumla-
rindan ekstre edilen silimarin, binlerce yildir cesitli
hastaliklarda kullamlan bir bitkidir’. Silimarin igeri-
sinde HPLC teknigi ile belirlenmis silibin A, silibin B,
izosilibin A, izosilibin B, silkristin, izosilkristin, sili-
dianin ve bir flavonoid olan taksifolinini igeren 7 adet
flavonolignan bulunur™®.  Giiniimiizde ~Avrupa’da
karaciger hasarina neden olan ilaglar1 kullanan hasta-
larda tamamlayici tedavi/koruma ajani olarak silimarin
kullanilmaktadir’. 2014-2020 yillari arasinda uluslara-
rast alanda yapilan caligmalarda silimarine 15000°den
fazla atifta bulunulmustur. Bunlar arasinda silimarinin
kronik karaciger hastaliklari, siroz ve hepatoselliiler
karsinom gibi cesitli karaciger hastaliklarinin yani sira
anti-inflamatuvar, anti-oksidan, anti-viral ve meme,
gastrointestinal, melanoma, ovarian, prostat gibi farkli
kanser tiplerinde anti-kanser 6zellik gosterdigi belir-
tilmistir™"'*'°. Daha spesifik olarak silimarin ve tii-
revleri kanserin gelisimi veya ilerlemesinde yer alan
cesitli yolaklar iizerinde kemosensitize 6zelligi ile rol
oynayabilir'""?.

Bir tiimor baskilayici gen olan Slit guidance ligand 2
(SLIT2)'den sentezlenen SLIT2 proteini, reseptori
ROBO1'e baglanarak ve daha sonra hiicre i¢i sinyal
yolaklarini tetikleyerek bircok malignitenin apoptoz,
anjiyogenezinde ve ndrogenezde c¢esitli roller oynadigi
belirtilmistir’. C-X-C kemokin reseptorii tip 4
(CXCR4), stromal kaynakli faktor 1'in (SDF1) bag-
landig1 bir kemokin reseptoriidiir’’. Epitelyal hiicreler,
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hematopoietik kok hiicreler, lenfositler ve kanser
hiicreleri de dahil olmak iizere sayisiz hiicre bu resep-
torii eksprese eder’’. Normal hiicresel siireglerle ilgili
olaylarin yani sira, metastaz, kanser ilerlemesi, anji-
yogenez ve sagkalim gibi kanserojenez olaylarinda da
rol oynar'®?'.

Silimarinin akciger kanseri iizerindeki etkileri litera-
tiirde belirtilmistir™>**. Bu ¢alismamizda, A549 kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde silimari-
nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi ve SLIT2-
ROBO1-CXCR4 sinyal mekanizmasi {izerindeki rolii-
nii arastirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri
ATCC firmasindan satin alind1. A549 hiicre hattt %10
(h/h) Fetal Bovine Serum ve %1 (h/v) penisilin-
streptomisin  igceren F-12K  hiicre medyumunda
37 °C'de ve % 5 CO, igeren inkiibator igerisinde ¢o-
galtildi. Medyum, hiicre ortamindaki fenol kirmizisi-
nin renk degisimine bagli olarak haftada 2-3 kez yeni-
lendi. Pasajlama isleminde, hiicreleri kaldirmak
icin %0.05 tripsin/0.53 mM EDTA soliisyonu kulla-
nild.

MTT testi

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in
siklikla kullanilan ve spektrofotometre ile Olgiilen
kolorimetrik sitotoksisite testidir. MTT, hiicreler tara-
findan aktif olarak emilen bir maddedir. Mitokondri-
yal reaksiyonla renkli, suda ¢dziinmeyen bir formaza-
na indirgenir. Hiicre canliligi, her hiicrenin MTT in-
dirgeme 6zelligi ile 6lgiiliir ve MTT analizi sonucunda
elde egilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile oran-
tilidir™.

Silimarin A549 kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesi veya hiicreler iize-
rindeki canlilig1 arttiricr etkisi MTT yontemi ile belir-
lendi. MTT testinde deney her bir 6rnek grubu igin 3
defa tekrarlandi. A549 hiicreleri kuyu basma 5000
hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat sonra hiicrelere
silimarinin farkli dozlar1 (0, 75, 100, 125, 200, 250,
500, 750 ve 1000 uM) uygulandi. Hiicreler, 96’11
plakanin her bir kuyusuna 1/10 MTT eklenerek
37 °C'de 4 saat inkiibe edildi (Boster Biyolojik Tekno-
loji, Pleasanton, CA, USA, Katalog # AR1156). Ku-
yucuklarda olusan formazan tuzu kristalleri mikroskop
altinda kontrol edildi ve ardindan bu kristalleri ¢6z-
mek i¢in 100 pL. DMSO uygulandi. Sonunda, 96 ku-
yucuklu plaka bir mikroplaka okuyucusunda (800TS,
BioTek Instruments, Winooski, VT, US) 570 nm'de
analiz edildi. Silimarin ile muamele edilmis kuyular-
dan okunan optik yogunluk, kontrole karsi canli hiic-
relerin ylizdesine doniistiiriildii. Elde edilen veriler,
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kontroliin ortalama % fraksiyontstandart hata sapmasi
olarak ifade edildi'®*®. Hiicreler, 6 kuyucuklu plaka-
larda ~5x10° hiicre/kuyu yogunlugunda gogaltildi ve
degisen silimarin dozlarma (0, 500, 600, 750, 800 ve
1000 uM) maruz birakildi. Daha sonra plakalardaki
silimarin uygulanmamis ve uygulanmis hiicreler, in-
verted mikroskopla (ZEISS Axiovert 135, Oberkochen,
Almanya), morfolojik degisiklikler ve hiicre yogunlu-
gu agisindan incelendi.

Sitokimyasal Boyama

A549 hiicreleri morfolojik analiz i¢in hematoksilen ve
eozin (H-E) ile boyand1. Hiicreler, 6 kuyucuklu plaka-
larda lameller iizerinde 5x10° hiicre/kuyu yogunlu-
gunda cogaltild1 ve 24 saat boyunca degisen silimarin
dozlarma (0, 500, 600, 750, 800 ve 1000 uM) maruz
birakildi. Daha sonra, soguk %100 metanol ile 10
dakikalik fiksasyonun ardindan hiicreler ardisik olarak
4 dakika hematoksilen ve 5 dakika eozin ile boyandi.
Sonunda, hiicreleri igeren lameller distile su ile yika-
nip kurutuldu ve su bazli kapama maddesi ile kapatildi.
Hiicrelerdeki degisimler morfolojik olarak cekirdek,
sitoplazma ve 2I71i2'1§:re uzantilarindaki degisimlere gore

degerlendirildi~"".

Immiinositokimyasal Boyama

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalarda lameller iizerinde
5x10° hiicre/kuyu yogunlugunda gogaltildi ve 24 saat
boyunca 750 puM silimarin uygulandi (ICs,’den daha
diistik ancak anlamli hiicre Sliimiiniin goriildiigii doz
olmasindan dolay1 bu doz secilmistir.). Silimarin uy-
gulanmayan grup, kontrol grubu olarak gorev yapt.
Daha sonra hiicreler, 10 dakika boyunca soguk %100
metanol ile sabitlendi, ardindan 5 dakika boyun-
ca %0.1 Triton X-PBS ile inkiibe edildi. 10 dakikalik
Ultra-V ile bloklandiktan sonra, ROBO1 (1:1000,
ab7279, Abcam, Cambridge, MA, ABD), SLIT2
(1:1000, GTX118220, GeneTex, Irvine, CA, ABD) ve
CXCR4 (1:1000, YID1000, YL biont, Sangay, Cin)
primer antikorlar1 hiicrelere gece boyunca +4 °C'de
uygulandi. Biotinli sekonder antikor ile 10 dakika
muamele edildikten sonra PBS ile yikandi. Ardindan
streptavidin-peroksidaz reaktifi (TP-125-HL, Thermo
Scientific, USA) ile 10 dakika inkiibe edildi. 5 dakika
AEC ile inkiibe edildikten sonra ¢esme suyu ile yika-
narak reaksiyon durduruldu. Hematoksilen ile zemin
boyamasi yapildi. Su bazli kapama maddesi ile kapa-
tildiktan sonra 40% biyiiltmede mikroskobik goriintii-
ler Olympus BX51 mikroskobu kullanilarak alindi.

Hiicre lizatinin hazirlanmasi

Hiicreler 25 cm®'lik flasklarda biiyiitiildii ve hiicrelere
24 saat boyunca silimarin uygulandi. Silimarin uygu-
lanmamus hiicrelerden olusan bir flask kontrol grubu
olarak gorev yapti. Flasktaki hiicreler soguk PBS ile
hassas bir sekilde yikandi, flask yiizeyinden kaldirildi
ve 300x g'de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildi.
Daha sonra pelet soguk RIPA lizis tamponunda (sc-

24948, Santa Cruz Biotechnology, CA, ABD) proteaz
inhibitor kokteyli (K284-1, BioVision, Milpitas, CA,
ABD) ile buz iizerinde toplam 30 saniye araliklarla 5
dakika siddetli calkalanarak siispanse edildi. Hiicre
kalintilarindan kurtulmak i¢in +4 °C'de 16.000 x g'de
10 dakika santriflij yapildi. Protein seviyeleri, Qubit®
Protein Test Kiti (Q33211, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) kilavuzuna goére Qubit® Fluo-
rometer (Qubit 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, ABD) ile 6l¢iildii. Hazirlanan
hiicre lizatlar1 -20 °C'de saklandi.

Western blot

Western blot ile SLIT2, ROBO1 ve CXCR4 proteinle-
rinin ifadeleri 6l¢iilmiistiir. B-merkaptoetanol ve yiik-
leme tamponu igerisinde hiicre lizat1 eritildi ve kaynar
suda 100 °C'de 5 dakika 1sitilarak lineerlestirildi. Her
kuyucuga 50 pg protein yiiklendi ve %7,5 sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel kullanildi. Jeldeki
proteinler Poliviniliden Floriir (PVDF) Transfer
Membrana aktarildi. Transferin etkinligi jelin coomas-
sie blue ile boyanmasiyla kontrol edildi. Transferden
sonra membranlar taze hazirlanmis %5 bovine serum
albiimin (BSA) icinde oda sicaklifinda 1 saat bloke
edildi. Her biri 10 dakika siireyle 3 kez TBST (Tris-
tamponlu salin, %0.1 Tween 20) yikamasindan sonra
membranlar, immiin boyamada kullanilan ayn1 marka
antikorlar olan SLIT2, ROBO1 ve CXCR4'e karsi
primer antikorlarla +4°C'de gece boyu calkalanarak
inkiibe edildi. Ertesi giin, her biri 10 dakika siireyle 3
kez TBST yikamasindan sonra, membranlar bir kegi
anti-tavsan, HRP ile konjuge sekonder antikor (1:5000,
sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, CA, ABD) ile 1
saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak, zarlar-
daki ilgili protein bantlari, C-DiGit Blot Tarayic1 (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, ABD) araciligiyla
kemoliiminesans olarak gosterildi. Protein bantlari,
Image Studio Lite Yazilimimnin 5.2 siiriimi kullanila-
rak analiz edildi. Silimarin uygulanan gruplarin kat
degisimi, kontroliin kat degisimi bir olarak kabul edi-
lerek hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilip dagilmadigint belirlemek i¢in
Shapiro-Wilk testi kullanildi. Tiim verilerin normal
olarak dagildig1 gozlendi. Normal olarak dagilan veri-
ler tek yonlii ANOVA ile analiz edildi, ardindan var-
yansin homojenligine gore Tukey veya Games-Howell
testi yapildi. p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

MTT Sitotoksisite Sonuglart

A549 hiicrelerinde siireye (24, 48 ve 72 saat) ve doza
(0, 75, 100, 125, 200, 250, 500, 750 ve 1000 pM)
bagli silimarin analizi gergeklestirdik. Sekil 1°de hiicre
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canliligmin yiizdeleri ve istatistiksel anlam diizeyi
gosterilmektedir.

24 saat uzunlugundaki MTT sonucuna gore 1Csy dozu
930.1 pM'dir. 75 ve 100 uM silimarin hiicre prolife-
rasyonuna neden olsa da kontrol grubu ile karsilagti-
rildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Kontrol, 125 ve 200 puM silimarin uygulamasi sonu-
cunda hiicre canlilig1 birbirine yakin olarak bulundu.
250 ve 500 puM silimarin uygulamast hiicrelerde bir
miktar 6liime neden olsa da istatistiksel olarak anlaml
degildi (p>0.05). Ancak 750 ve 1000 pM silimarin
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
diistirmiistiir (p<0.05) (Sekil 1).
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Sekil 1.

24, 48 ve 72 saat boyunca farkli silimarin dozlar
uygulanmis A549 hiicrelerinin canlilig: ve istatistiksel
anlamlilik dereceleri. Sonuglar ortalama=+SS olarak
goriintiilenir. *kontrol grubu hiicreleri ile karsilasti-
rildiginda p<0.05’lik istatistiksel farkliliklari gésterir.

48 saat siiren MTT sonucunda ICsy dozu 432.1 uM'dur.
Kontrol ve 75 uM silimarin uygulamas: sonucunda
hiicre canliligi birbirine yakindi. 100 uM silimarin
uygulamasi hiicrelerde bir miktar 6liime neden olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Ancak
125- 1000 uM araligindaki silimarin dozlar1 hiicre
canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde dii-
stirmiistiir (p<0.05) (Sekil 1).

72 saatlik MTT'de ICsy dozu 99.8 puM'dir. 75 pM
silimarin uygulamast hiicrelerde bir miktar O6liime
neden olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Ancak 100- 1000 uM araligindaki silimarin
dozlari hiicre canliligini istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde diisiirmiistiir (p<0.05) (Sekil 1).

Inverted mikroskoptaki mikrograflar 3 tekrarli olarak
alindi. Sekil 2'de inverted mikroskoptan alinan goriin-

tiler gosterilmektedir. Goriintiilerde gorildiigi gibi
silimarin (0, 500, 600, 750, 800 ve 1000 uM dozlarin-
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da) A549 hiicrelerinin yogunlugunu azaltmistir. Kont-
rol grubunda (0 uM) ig seklindeki hiicreler ¢ok mik-
tarda bulunurken, artan dozlarda silimarin (500-1000
pM) hiicre sayisinm1 azaltmig ve hiicreler yuvarlak
morfolojiye sahip olmustur (Sekil 2).

B

Sekil 2.
Inverted mikroskoptan alinan silimarin uygulanmig
A549 hiicrelerinin mikrograflari. Silimarin uygulan-

mamzs (0 uM) hiicreler (4), 500 uM (B), 600 uM (C),
750 uM (D), 800 uM (E) ve 1000 uM (F) silimarin

uygulanmig A549 hiicreleri. Silimarin uygulanan hiic-
relerde hiicre yogunlugunda bir azalma belirgindir.

(Bar= 100 um, 100x).

Sitokimya Bulgulart

Kontrol grubundaki (0 pM silimarin) A549 hiicreleri
asidofilik sitoplazmaya, Okromatik c¢ekirdeklere ve
sitoplazmik uzantilara sahiptir. Artan dozlarda uygu-
lanan silimarinin (500, 600, 750, 800, 1000 uM) hiicre
6liimiine neden oldugu siire¢ igerisinde meydana gelen
hiicresel hasarlar, hiicre uzantilarinin geri ¢ekilmesi,
heterokromatin ¢ekirdek, yuvarlak hiicre morfolojisi,
sitoplazmada vakuoller ve bazofilik sitoplazma sek-

lindedir (Sekil 3).
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Sekil 3.

Silimarin uygulanmis A549 hiicrelerinin hematoksi-
len-eozin (H-E) ile boyanmis mikrograflar:. Silimarin
uygulanmamus (0 uM) 6kromatik cekirdekli ve diizenli
sitoplazmalr A549 hiicreleri (4). 500 uM (B), 600 uM
(C) ve 1000 uM (F) silimarin uygulamasi sonucunda
biiziismiig hiicreler (siyah kalin ok). 750 uM (D) uy-
gulanan silimarinin neden oldugu kiiciilmiis heterok-

romatin ¢ekirdek ve bazofilik sitoplazma (ok basi).

750 uM (D), 800 uM (E) ve 1000 uM (F) silimarin
uygulamasi sonucunda sitoplazmada goriilen vakuol-

ler (beyaz kalin ok). (Bar= 50 um, 400x).
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Immiinositokimya Bulgulart

Silimarin uygulanmamig kontrol grubu ve 750 pM
silimarin (ICsy’den daha diigsiik ancak anlamli hiicre
Olimiiniin goriildiigii doz olmasindan dolayr bu doz
secilmistir.) uygulanan A549 hiicreleri SLIT2,
ROBO1 ve CXCR4 ekspresyonlar1 karsilastirildiginda
kontrol grubu hiicrelerinde minimal reaksiyon gozle-
nirken, 750 puM silimarin hiicre sitoplazmalarinda
yogun reaksiyona sebep olmustur. Bu da silimarinin
hiicre 6liimiine neden olurken SLIT2- ROBOI1 yolagi-
n1 aktive ettigini gostermektedir. CXCR4 ekspresyo-
nuna baktigimizda ise kontrol grubunda yogun bo-
yanma gozlenirken, 750 puM silimarin CXCR4 eksp-
resyonunu oldukca azaltmistir. Silimarinin bu etkisi
anti-metastatik etkisi oldugunu diisiindiirmektedir® >

(Sekil 4).
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Sekil 4.
Silimarin uygulanmis A549 hiicrelerinin immiinosito-
kimya boyanmasi. SLIT2 boyanmasi (A-B). Kontrol
grubu hiicreleri (A), Boyanma gdstermeyen hiicreler
(ince ok). 750 uM silimarin uygulanmuis (B) ve yogun
boyanma gésteren hiicreler (kalin ok). ROBOI bo-
yanmast (C-D). Kontrol grubu hiicreleri (4), Boyanma
gastermeyen hiicreler (ince ok). 750 uM silimarin
uygulanmis (B) ve yogun boyanma gésteren hiicreler
(kalin ok). CXCR4 boyanmasi (E-F). Kontrol grubu
hiicreleri (E) yogun boyanma gosteren hiicreler (kalin
ok). 750 uM silimarin uygulanmus (F) kismen boyan-
ma gosteren hiicreler (ok bast). (Bar= 20um, 1000x).

Western Blot Bulgular

Silimarin uygulanmamis kontrol grubu ve 750 pM
silimarin (ICso’den daha diisilk ancak anlamli hiicre
Olimiiniin goriildiigii doz olmasindan dolayr bu doz
secilmistir.) uygulanan A549 hiicreleri SLIT2,
ROBO1 ve CXCR4 protein ekspresyonlarindaki degi-

sim western blot yontemiyle karsilagtirilmistir. 750
puM silimarin SLIT2 miktarin1 kontrol grubuna gore
1.43 kat arttirirken, ROBO1 miktarimi 1.69 kat arttir-
mistir. CXCR4 protein ekspresyonuna baktigimizda
ise 750 uM silimarin CXCR4 protein ekspresyonunu
yaklagik 0.6 kat diigiirmiistiir (Sekil 5).

0uM 750 uM = 2
S 05
Slit 2 Robo I CXCR4
B-aktin EI 42kDa ® Kontrol ™ Silimarin
Sekil 5.

750 uM silimarin uyguladiktan sonra kontrol grubu
ile karsilastirilan SLIT2, ROBOI ve CXCR4 protein
bantlart.

Tartisma ve Sonug¢

Silybum marianum'un biyoaktif bir bileseni olan fla-
vonolignan silimarin, kemosensitize edici, antioksidan
ve anti-inflamatuvar potansiyellere sahiptir’”. Ayrica
bir fitokimyasal olarak konsantrasyona bagli anti-
apoptotik ve hiicre tastyicilar1 degistirici, serbest radi-
kal siipiiriicli, lipid peroksidasyonunu inhibe edici,
hiicresel membran stabilitesini arttirici ve steroid ben-
zeri aktivitelere sahiptir’®. Son zamanlarda, dogal
kaynaklardan elde edilen bilesiklerin, hiicrelerin hi-
perproliferasyonunu, bunlarin neoplastik doniistimiinii
ve ayrica karsinogenezi engelledigi rapor edilmistir’.

Yiizlerce y1l 6nce hepatoprotektan ve zehirli yilanlarin
wsiriklarina karsi tedavi ajani olarak kullanilan silibinin,
yeni oral biyoyararli formiilasyonlarda kullanildiginda
kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri ve beyin me-
tastazi olan hastalarda yakin zamanda 6nemli klinik
aktivite gostermistir”.

Mekanik olarak, silibinin kanser Onleyici aktivitesi,
baslangicta, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve indiiklenebi-
lir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) diizenleyicilerinin baskilan-
masina aracilik edip akciger tiimorii ekspresyonunun
azalmasina neden oldugu belirtilmistir™.

Silibininin kanser hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve
tiimor ksenograftlarinda inhibitor etki gosterdigi, diger
terapotik ajanlarin etkinligini arttirdign ve preklinik
akciger kanseri modellerinde kanser ilaci direncinin
ortaya cikmasini engelledigini gosteren calismalarin
sayis1 giinbegiin artmaktadir’’. A/J farelerinde iireta-
nin neden oldugu akciger adenokarsinomuna karsin
oral silibin uygulamasi, timoériin sayist ve capinin

baskilanmasina neden olmugtur™>®.

Silibininin farkli NSCLC hiicre hatlarinda etkisinin
arastirildig1 calismalarda mikromolar konsantrasyon-
larin, hiicre dongiisiiniin durmasini indiikleyerek ve
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sikline bagimli kinazlar ve bunlara karsilik gelen sik-
linler dahil coklu hiicre dongiisii diizenleyicilerini
modiile ederek hiicre proliferasyonunu 6nemli 6lgiide
inhibe ettigi belirtilmistir”. Silibinin yiiksek derecede
metastatik NSCLC hiicrelerinin invazyon ve motilitesi
iizerinde doz ve zamana bagli olarak inhibitor etki
gostermistir®,

Diger caligmalara paralel olarak bizim ¢aligmamizda
da artan dozlarda uygulanan silimarin NSCLC hiicre-
lerinin Gliimiine neden olmustur. 24 saatte 1Csy dozu
930.1 uM, 48 saatte ICsy dozu 432.2 uM ve 72 saatte
ICsy dozu 99.8 uM olarak bulunmustur. Silimarin
uygulanmamis kontrol grubunda hiicre uzantilar1 goz-
lenirken, artan dozlarda silimarin uygulanan hiicreler
yuvarlaklagmis, sitoplazmik vakuoller meydana gel-
mistir.

SLIT/ROBO sinyal yolu kesfedildiginde néron mig-
rasyonunda yon gosterici fonksiyonuyla
bulunmustur’'. Daha sonra non-néronal hiicrelerde
SLIT2’nin 16kositlerin ve vaskiiler diiz kas hiicreleri-
nin kemotaksisini ve medulloblastom hiicrelerinin ve
meme kanseri hiicrelerinin gogiinii engelledigi bulun-
mustur*>*. Ayrica, SLIT2 promotor bolgesinin hiper-
metilasyonu siklikla akciger, meme, kolorektal, ndrob-
lastom, bobrek ve servikal timorlerde gozlenmistir™.
Son zamanlarda, artan sayida ¢alisma, SLIT2/ROBO1
sinyal yolunun, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu,
gbclinii ve invazyonunu inhibe ederek timor olusu-

muyla yakindan ilgili oldugunu bulmustur**".

SLIT2/ROBOI1 yolu, AKT/GSK3p/BTrCP yolundaki
B-katenin ve E-kadherin seviyelerinin koordineli regii-
lasyonu ile NSCLC hiicre go¢iiniin kontrol edilmesin-
de dnemlidir. SLI/T2’nin diigiik ekspresyonu B-katenin
birikimi, diisiik E-kadherin seviyesi ve zayif sagkalim
ile iliskilidir. Bu durum da SLI/T2'nin NSCLC metas-
tazinda prognostik bir biyobelirte¢ olarak fonksiyon
gosterecegini diisiindiirmektedir*. Onceki caligmalar
SLIT2’nin timdr baskilayict bir gen oldugunu belirt-
mislerdir. Tseng ve arkadaslar ilk kez SLIT2 kaybinin
NSCLC hastalarinda evre ilerlemesi ve Ongoriilen
postoperatif kanser niiksii ile iligkili oldugunu gdster-
mislerdir. SLIT2 iceren besi yeri ortaminda hiicre
motilitesi azalmistir. Ancak SLIT2 geninin susturuldu-
gu akciger kanseri modelinde hiicre hareketliligi art-
mustir*. Invaziv servikal kanser®® ve Ozefagus yassi
giicre karsinomunda®’ SLIT2 geninin diisiik eksprese
oldugu gozlenmistir. SLIT2 ekspresyonu, medulloblas-
tom hiicrelerinin® invazyonunu ve meme kanseri
hiicrelerinin gdgiinii inhibe etmektedir*.

Calismamizda 750 puM silimarin SLIT2 protein eksp-
resyonunu kontrol grubuna gore 1.43 kat arttirirken,
ROBOI1 ekspresyonunu 1.55 kat artmustir. Ayni za-
manda immiinositokimya yonteminde de 750 puM
silimarin SLIT2 ve ROBO1 boyanmasini arttirmistir.
Bu durum silimarinin SLIT2 ve ROBO1 ekspresyonu-
nu arttirdigmi ve hiicre O6limiine neden oldugunu
gostermistir.
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CXCR4 ckspresyonu, cesitli kanserlerde metastazi
indiikler™. Inhibisyonu, kanseri tedavi etmenin veya
kanser ilerlemesini azaltmanin yollarindan biri olabi-
lir'®. Calismamizda 750 pM silimarin uygulanan hiic-
reler kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda
CXCR4 protein ekspresyonu 2.5 kat diigmiistiir. Ayni
zamanda kontrol grubu hiicreleri siddetli CXCR4
boyanmast gosterirken; 750 uM silimarin uygulanan
hiicrelerde bu reaksiyon olduk¢a azalmistir.

Sonug olarak devedikeni bitkisinin tohumlarindan elde
edilen bir flavonoid olan silimarinin, SLIT2 proteinini
aktive edip ve metastazla iligkili bir protein olan
CXCR4'in ekspresyonunu inhibe ederek A549 hiicre-
lerini doza bagli olarak inhibe ettigini gézlemledik. Bu
caligma, A549 hiicrelerinde SLIT2-ROBO1-CXCR4
proteinleri ile silimarin arasindaki etkilesimi inceleyen
ilk ¢aligmadir. Caligmamizin bundan sonraki arastir-
malara yeni ufuklar agacagina inaniyoruz.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Hiicre kiiltiirii caligmasi olmasindan dolay1 Etik Kurul onayina
gerek yoktur.

Arastirmaci Katki Beyani: Fikir ve tasarim: N.E.B.A., S.K.; Veri
toplama ve isleme: S.K.; Analiz ve verilerin yorumlanmasi:
N.E.B.A; Makalenin 6nemli boliimlerinin yazilmasi: N.E.B.A, S.K.
Destek ve Tesekkiir Beyami: Bu makalede yer alan ¢aligmalar
herhangi bir proje tarafindan desteklenmemistir.

Cikar Catismasi Beyam: Makale yazarinin ¢ikar ¢atigmasi beyant
yoktur.
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